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Zur Frage der Fraktionierung der Serumproteine. 


III. Mitteilung: 
Die Säurefällung. 


Von 


G. Ettisch und W. Beck. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. März 1926.) 


Die in früheren Abhandlungen erwähnten elektrodialytischen 
Versuche zeigten immer wieder, daß es bei der Ausfällung des Globulins 
auf eine gleichzeiiige Einwirkung der Elektrolyte und der H-Ionen- 
konzentration ankommt, in dem Sinne, daf eine größere Elektrolyt- 
konzentration auch bei einer merklichen Erniedrigung des p,-Wertes 
die Ausfällung verhindert. Auf diesen Umstand ist bereits von Michaelis 
und Rona!) hingewiesen worden auf Grund von Messungen der Koagu- 
lationsgeschwindigkeit. Wir vermißten aber Angaben in der Literatur, 
die sich unmittelbar mit unseren elektrodialytischen Versuchen ver- 
gleichen ließen. Daher möchten wir im nachfolgenden Versuche mit- 
teilen, bei denen die Ausfällung des Globulins bei wechselndem p,-Werte 
und bei Verschiebung der Elektrolytkonzentration am Serum selbst 
verfolgt wurde. Als Indikator diente uns dabei die Menge des aus- 
gefallenen Globulins. Die einfache Beobachtung und Abschätzung der 
ausgefallenen Mengen führt zu erheblichen Irrtümern, da die Protein- 
körper unter Umständen recht verschiedene Wassermengen zu binden 
imstande sind und demgemäß der Niederschlag auch jeweils verschieden 
aussieht und verschiedenes Volumen einnimmt. 

Zu diesen Versuchen wurde das Serum so verwandt wie zu den 
vorhergegangenen. Je 50 ccm davon wurden — ein Drittel verdünnt — 

1) Diese Zeitschr. 27, 38, 1910; 28, 193, 1910. 
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mit steigenden Mengen n/10 HCl versetzt. Diese Lösung wurde sodann 
der elektrometrischen py-Bestimmung unterworfen sowie ihr Eiweiß- 
gehalt festgestellt. Dieses geschah mittels der N-Bestimmung nach 
der Mikro-Kjeldahlmethode. Tabelle I zeigt das Ergebnis. 























Tabelle T. 
|! Verdünnt Eiweiß- | Eiweiß. | | 
Nr. || mit PH | konsen konate Proz. Sar gi Bemerkungen 
ccm Ke | tration A | tration B | Sa H | RR 
| KS | KE 
1 — 376 36 | — — — | Serum !/, verdünnt, 
2 8 ` 71 34 | 34 — | kaum getrübt 
3 7,5 Ki 2,98 | 2,99 0,01 | leichte Trübung 
4| 100 ` 3,12 | 315 003 || leichte Trübung, 
si. Tas Le 2,87 007 | geringe Flockenbildun 
6| 145 2,71 278 Oy | gering g 
7| 160 2.70 275 006 h} 
8 m 263 200 00 leichte Trübung 
10 | 20.0 | 254 255 001 | 
II 250 | ` 240 2,40 — | kaum getrübt 


A. Die Eiweißkonzentration wurde analytisch bestimmt. 
B. Die Eiweißkonzentration wurde unter Berücksichtigung der Verdünnung berechnet. 


Man bemerkt, daß der fällende Einfluß der Säure bei Elektrolyt- 
gegenwart äußerst gering ist, daß nur jeweils hundertstel Prozente 
ausflocken. Ist der Eiweißgehalt etwa zu 3,6 Proz. berechnet, so ist 
die stärkste geflockte Eiweißmenge die bei Ppa = 5,73 und 5,31 auf 
0,07 bestimmt, d. h. etwa 2 Proz. Man wäre geneigt, diesen Ausfall 
allein dem Umstand zuzuschreiben, daß man durch den Säurezusatz 
die Konzentration am Ausgangselektrolyt weiter um etwa ein Drittel 
verdünnte. Versuche, bei denen aber statt der Säure eine entsprechende 
Wassermenge zugesetzt wurde, ergaben keine Eiweißausfällung. Es 
handelt sich also tatsächlich um eine Wirkung der Säure. Weiterhin 
ist zu bemerken, daß, solange man im Bereich von Pa > 7,0 bleibt, 
während die Elektrolytkonzentration ihren ursprünglichen Wert hat, 
überhaupt nichts ausfällt, daß vielmehr ein Niederschlag sich erst 
ankündigt, sobald man unter pg = 7,0 kommt; ferner daß in der 
Gegend um pg = 4,0 jegliche Fällung wieder verschwindet. Es zeigt 
sich also, daß beim Durchschreiten des py-Bereiches von etwa 4,0 bis 7,0 
eine Trübung stattfindet. Somit ergibt sich, daß auch unter diesen 
doch recht veränderten Bedingungen das Gesamteuglobulin sich grund- 
sätzlich genau so verhält, wie in den Versuchen von #ttisch und Runge!). 
Diese hatten ja gefunden, daß, wenn man Euglobulin aus einem auf 


1) Kolloid-Zeitschr. 88, 26, 1925. 
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das Zehnfache verdünnten Serum durch CO,-Einleiten ausflockt, ab- 
zentrifugiert und wieder zu peptisieren versucht, dieses nur gelingt, 
wenn das po kleiner als 4,0 und größer als 7,0 ist. Die Ergebnisse der 
Tabelle I weichen nur insofern von dem bekannten Verhalten ab, als 
das Maximum der ausgefallenen Globulinmenge bei einem pp-Werte 
von etwa 5,7 ‚liegt. Der isoelektrische Punkt des Euglobulins liegt 
aber bei 6,5, und dort findet man auch eine maximale Ausfällung, 
wenn man mit relativ elektrolytfreien Globulinlösungen arbeitet. 
Wir glauben nicht, daß es sich im obigen Falle um eine Verschiebung 
des isoelektrischen Punktes handelt, sondern möchten dieses einer 
peptisierenden Wirkung der im Serum enthaltenen Elektrolyte, 
namentlich des NaCl, zuschreiben. Sie könnte zur Folge haben, daß 
erst bei einem kleineren pe -MWerte der Eiweißausfall sein Maximum 
erreicht. 


Um den Einfluß der Verdünnung zu prüfen, wurde eine ähnliche 
Versuchsreihe wiein Tabelle I durchgeführt, nur bei geringerer Elektrolyt- 
konzentration. Es wurden zu je 50 ccm Serum — ein Drittel mit Wasser 
verdünnt — 17 ccm Wasser hinzugefügt und darauf weiter zu je 50 ccm 
wechselnde H,O- und n/10 HCl-Mengen in der Weise, daß stets der 
gesamte Verdünnungsgrad konstant gehalten wird (s. Tabelle II). 


























Tabelle II. 

|| Verdünnt Verdünnt iweiß» | 
Nr. | mit H,O mit HCl PH tdi Proz. Eugl. | Bemerkungen 

| ccm ccm tration a a | 
12 | 170 Ge 8,0 SR. | eg | Seng. eg 
13 | 985 75 ` | 6,95 271 | 0,09 trübe 
14 | 70 10,0 6,28 2,55 0,25 || trübe, Flocken 
15 4 50 12,0 5,74 2,63 07 J á 
16 | 3.0 14.0 560| 271 0.09 | kaum getrübt 
17 _ 17,0 | 5,06 2,75 0,05 klar 





Man sieht, daß wiederum nach Unterschreiten von pa = 7,0 ein 
Ausfall von Proteinen beginnt, der aber entsprechend der stärkeren 
Verdünnung schon bei pe = 6,85 den Maximalwert der Tabelle I 
bei Pa = 5,73 an Größe übertrifft, wenngleich er immer noch gering- 
fügig ist gegenüber einem Werte von gleichem pg bei elektrolytfreiem 
Serum. Außerdem ist festzustellen, daß dieser Punkt des maximalen 
Euglobulinausfalls hier gegenüber den von Tabelle I näher an den 
isoelektrischen Punkt von reiner Euglobulinlösung herangerückt ist. 
Fügt man nur 17ccm n/l0 HCl hinzu, ohne weitere Verdünnung, 
so sieht man, ganz entsprechend der Tabelle I, trotz eines Py-Wertes 
von 5,06 nur einen ganz schwachen Eiweißausfall. 


]* 
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Tabelle III zeigt, daß weitere Verdünnung durchaus im gleichen 
Sinne wirkt. Es wurden je 50 ccm Serum in der Verdünnung 1:9 mit 
steigenden Mengen n/10 HCl versetzt. 





Tabelle III. 
Verdünnt Eiweiß. | | E | | a Ir 
Proz. Fugl. 
ale pri wl | pa SÉ EH K Sal SES 
— — || klar 
18 | 0,5 75 a ai 0,65 0,04 kaum getrübt 
20 | 1 7,4 0,55 0,65 0,1 trübe 
21 2 6,87 0.53 0,64 0,11 trübe, Flocken 
23 5,06 0,48 0,62 0,14 
23 | 4 4,2 — — —- klar 


Auch hier ergibt sich grundsätzlich ein gleiches Bild wie vorher. 
Das Maximum der Ausfällung liegt hier wahrscheinlich zwischen 
Versuch 20 und 21, also offenbar in der Nähe des isoelektrischen 
Punktes. Es ist demnach aus diesen Versuchen zu schließen, daß der 
verhältnismäßig große Eiweißausfall bei einem pg-Werte von 7,4 allein 
auf einem Entzug der Elektrolyte beruht. 


Schließlich mußte am entgegengesetzten Ende der Versuchsreihen 
Säurefällung mit ganz unverdünntem Serum stehen. Um den Gegensatz 
dieser Säurewirkung zu der auf verdünntes Serum recht deutlich heraus- 
zukehren, wurden diese Versuche erst hier angereiht. Es tritt damit 
Tabelle IV der Tabelle III gegenüber. Je 25ccm Serum wurden mit 
steigenden Mengen n/100 HCl versetzt. 











Ä Tabelle IV. ` 
Verdünnt BR Verdünnt | 
Nr. mit ae P PH | kenen ` mit Hai | Bemerkungen 
ccm 
2 | odla e | klar — klar 
27 5 768 } 6 2 
28 10 7.66 i 10 , 
29 15 755 ` i 15 | i 
30 20 732 | á 20 | 
31 27,5 223 | stark trübe 275 | kaum getrübt 


Noch bei pe = 7,23 war kaum eine Trübung vorhanden, nur ein 
unzentrifugierbarer Schleier, während bei Nr. 20 der Tabelle III (bei 
De = 7,4) bereits 0,1 Proz. Euglobulin ausgefallen war. Fügte man 
weiter Säure hinzu, so wurde der Niederschlag nicht merklich stärker, 
bei pe ~ 4,0 dagegen trat völlige Klärung ein. Um auch hier Säure- 
und Verdünnungswirkung möglichst zu trennen, wurde der alleinige 
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Einfluß einer Verdünnung festgestellt. Den Säuremengen entsprechend, 
wurde destilliertes Wasser zugefügt. Es ergab sich kein wesentlicher 
Unterschied in bezug auf die Fällungswirkung. 

Weiterhin seien noch einige Versuche über den peptisierenden 
Einfluß der Elektrolyte auf das Euglobulin hier angefügt. 

In Serum von der Verdünnung 1:9 wurde CO, eingeleitet bis zur 
Sättigung (Pu = 5,8). Es fielen 0,16 Proz. Eiweiß aus. Dieser geringe 
Bruchteil entspricht fast genau dem Werte Nr. 21 von Tabelle III. 
Wenn man nun das Protein abzentrifugiert und es in einer Na Cl-Lösung 
(0,1proz., pe = 7,1) zu peptisieren versucht, so wurde nur ein kleiner 
Teil davon peptisiert. Dieses erscheint kaum verwunderlich, wenn 
man bedenkt, daß der physiologische Neutralpunkt bei etwa 7,4 gelegen 
ist und die Wirksamkeit der OH-Ionen gerade auf das Globulin — 
dessen Säurendissoziation bedeutend stärker ist als seine Basen- 
dissoziation — eine besonders große ist. Dazu kommt wohl noch für 
das Serum die Anwesenheit noch anderer, gut peptisierender mehr- 
wertiger Ionen. Es stellt sich aber heraus, daß eine völlige Peptisation 
erst bei p = 9,5 eintrat und nicht bei 7,4. Dieses wurde durch Zusatz 
von n/10 NaOH erreicht. Schüttelt man Globulin 6 Stunden lang 
mit Normosal, so erhält man bei physiologischem p,-Wert nur eine 
(,8proz. Lösung, während das Serum sicherlich einen größeren Globulin- 
gehalt als 3 Proz. besitzt. Dieser Umstand scheint darauf hinzudeuten, 
worauf bereits eine Reihe von Forschern aufmerksam gemacht hat, 
nämlich darauf, daß das Serum ein bestimmtes inneres Gefüge hat. 
Die einzelnen Proteinkörper stehen in einer Art Zusammenhang, und 
es sind daher gewisse Eingriffe nicht in strengem Sinne umkehrbar. 
Wenn man übrigens in jene Globulinlösung, die bei p, = 9,5 peptisiert 
wurde, wieder CO, bis zum Sättigungswert einleitete, erhielt man 
einen quantitativen Ausfall des Eiweißes innerhalb der Fehlergrenzen. 
Stellte man die ganze Versuchsreihe anstatt mit CO, in genau der 
gleichen Weise mit n/100 HCl an, so erhielt man dieselben Ergebnisse. 
Schließlich wurde das Euglobulin, das bei CO,-Sättigung aus verdünntem 
Serum (1:9) ausgefallen war, mit einer lproz. NaCl-Lösung aufge- 
nommen. Es ging ein größerer Bruchteil in Lösung als bei obiger 
0,lproz. NaCl-Lösung, nämlich 0,2 Proz. (pa = 17,1). Die völlige 
Klärung trat bereits bei p, = 9,0 auf. Leitet man wiederum in diese 
Lösung CO, bis zur Sättigung ein (p = 5,9), so fallen diesmal kaum 
sichtbare Proteinmengen aus. 

Bei Vergleich der nachfolgenden Tabellen stellt sich der bedeutsame 
Einfluß der Elektrolyte auf die Fällbarkeit des Euglobulins (auf dieses 
allein erstreckt sich vorerst die Untersuchung) heraus. Die Tabellen V 
und VI führen in einer Zusammenstellung aus Werten der Tabellen I 
bis IV dieses deutlich vor Augen. 
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Tabelle V. 
Bemerkungen 


Serum "le ver- [8] 
dünnt und mit [17] 
HCl versetzt [22] 











35 5,37 492 bis 15mA unter ED 
Tabelle VI. 
ne | pu | TRL regen ` 
"aa 28,7 F bis 82 mA unter E.D. 
Serum !/, ver- [20] 


dünnt und mit [2] 
HCl versetzt [30] 


Unter der Nummer in der Be Klammer / “ betreffende Versuch in den Protokollen 
zu finden. 








Es ergibt sich demnach, daß man den Elektrolytzusätzen des 
Serums einen starken peptisierenden Einfluß zuschreiben muß. Dabei 
zeigt Tabelle VI, daß dieser Einfluß unabhängig davon ist, ob bereits 
saure Reaktion herrscht oder nicht, so wie es sich auch schon im ersten 
Teil der Arbeit bei der Elektrodialyse herausgestellt hatte. Diese 
Eigenschaft der Serumelektrolyte war bisher kaum genügend gewürdigt. 
Ihre puffernde Wirkung stand so im Vordergrunde, daß man ihre 
zweite, nicht weniger wesentliche, übersah. Die ganze Versuchsfolge 
zeigt aber klar, daß dort, wo die Pufferwirkung bereits nicht mehr 
vorhanden ist, doch die peptisierende Wirkung sich ausgesprochen 
kundgibt. Im allgemeinen kommt es — eben infolge der Pufferwirkung 
der Elektrolyte, der Eiweißkörper und besonders höchstwahrscheinlich 
des Hämoglobins — im Blute zu keiner starken Säuerung, indessen ist 
wohl die Möglichkeit gegeben, daß in den Zellen und Geweben selbst, 
also lokal, während der Funktion (Kontraktion, Sekretion, kurz bei 
jeder Arbeitsleistung) eine Reaktion auftritt, die erheblich unter dem 
physiologischen Neutralpunkt (pa = 7,4) und auch dem Wasserneutral- 
punkt (pa = 7,05) liegt. Da wird sich dieser Peptisationseffekt ein- 
stellen, demzufolge eine grobe Ausfällung von Eiweißkörpern verhindert 
wird. Freilich läßt sich Genaues hierüber noch nicht aussagen, da 
wir über den Charakter der in den jeweiligen Zellen vorhandenen 
Proteine noch zu unzulänglich orientiert sind. Man wird daher generell 
noch die Möglichkeit offen lassen müssen, daß unter Umständen solche 
Proteine in den betreffenden Zellen vorhanden sind, deren Fällungs- 
bedingungen gegenüber Säuren etwas anders liegen, als dies beim Euglo- 
bulin der Fall ist; dann würde der Elektrolytgehalt allein für die Nicht- 
fällung bei relativ starker Säuregegenwart nicht verantwortlich gemacht 
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werden können. Jedenfalls ist es wahrscheinlich, daß man in der Regel 
mit diesem peptisierenden Einfluß der Elektrolyte wird rechnen müssen. 
Noch mehr werden sie wohl bei pathologischen Zuständen ihre Wirk- 
samkeit in schützender Weise zu enthalten vermögen. Es sei hier nur 
darauf hingewiesen, daß bei gewissen Nierenerkrankungen sowie im 
Coma diabeticum Straub und K. Meier!) pu-Werte bis 6,67 feststellen 
konnten. Bei elektrolytfreiem Serum entspricht einem solchen Säure- 
grad ein vollständiger Euglobulinausfall, der naturgemäß bereits bei 
höherem p,-Werte einsetzt. Allein infolge der peptisierenden Wirkung 
der Elektrolyte wird hier — wie es unsere Versuche zeigten -- die 
Ausfällung verhindert. 


Erörterung der Versuchsergebnisse. 


Es sei noch kurz besprochen, wieweit einige unserer Erfahrungen 
mit denen anderer Forscher im Einklang stehen. Da ist zunächst die 
Beobachtung, die sich uns immer wieder aufdrängte, daß man das 
einmal ausgefallene Globulin nicht ohne weiteres in einer Flüssigkeit. 
peptisieren kann, die möglichst angenähert die Zusammensetzung des 
nach der Globulinausfällung verbleibenden Serums besitzt. Der Vorgang 
der Ausfällung scheint also nicht völlig umkehrbar zu sein. Vielmehr 
hat es den Anschein, als ob eine gewisse Struktur des Serums durch 
die Globulinfällung zerstört worden ist, die nicht wieder hergestellt 
werden kann. Diese Erfahrung stimmt überein mit den neueren Unter- 
suchungen und Ansichten von R.Fürth?), sowie von R.Fürth und 
Keller?). | 

Die genannten Autoren untersuchten eine Reihe physikalischer 
Konstanten von solchem Serum, dem kleine Mengen Alkohol zugesetzt 
worden waren. Sie maßen davon die Dielektrizitätskonstante, Leit- 
fähigkeit, Oberflächenspannung, Viskosität, Lichtbrechung sowie die 
Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes. Aus ihren Unter- 
suchungen ergibt sich, daß die übliche Vorstellung kaum zu Recht 
bestehen kann, nach der neben den anorganischen Elektrolytionen 
die Proteinionen bzw. -moleküle in verhältnismäßig freiem Bewegungs- 
zustand sich befinden. Es scheint vielmehr hervorzugehen, daß sehr 
wenig freies Wasser im Serum vorhanden ist, so daß sich — im Zu- 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 125, 477, 1918; s. auch Sonne und 
Jarlöv, diese Zeitschr. 124, 379, 1918. 

2) Ann. d. Phys. 70, 63, 1923; s. auch Fürth und Pechhold, Kolloid- 
Zeitschr. 87, 193, 1925; Fürth und Blüh, ebendaselbst 84, 129, 1924, diese 
Zeitschr. 146, 198, 1924. 

3) Diese Zeitschr. 141, 187, 1923; s. auch R. Keller, ebendaselbst 186, 
163, 1923; Kolloid-Zeitschr. 29, 193, 1921. 
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sammenhang mit anderen Erscheinungen — die Vorstellung eines 
gewissen Gefüges im Serum aufdrängt. 


In diesem Zusammenhang ist wohl auch darauf hinzuweisen, daß 
das Serum ein konzentriertes Sol darstellt. In diesen konzentrierten 
Solen hat man neuerdings nachweisen können, daß selbst Teilchen 
gleicher Art zu charakteristischen Strukturen zusammentreten können. 
Jedenfalls verhalten sich konzentrierte Sole des V,O,, Fe,O, und andere 
nicht so, als seien ihre Teilchen unabhängig voneinander. Sie üben 
vielmehr durch ihre Ionenhüllen schon in verhältnismäßig größeren 
Entfernungen merkliche Kraftwirkung aufeinander aus [Habder!) Zocher?)]. 
Ähnliche Erscheinungen hat man in konzentrierteren Seifenlösungen 
nachgewiesen, namentlich wenn sie nicht eine einzige Seife enthalten, 
sondern Gemische etwa von einem Oleat und einem Stearat [Freundlich 
und H.J.Jores’)]. Das Serum ist, wie gesagt, so konzentriert, daß 
man allen Grund zu der Annahme hat, es besäße eine ebensolche 
Struktur. Möglicherweise ist der von Langmuir) geäußerte Gedanke 
sehr fruchtbar, es seien die hydrophilen — COO H- und — NH,-Gruppen 
in den Eiweißteilchen örtlich anders gelegen als die hydrophoben 
(„öligen‘‘) — CH,-Gruppen usw. Auch dieses könnte eine gewisse An- 
ordnung der Eiweißteilchen im Serum bedingen, und zwar in der Weise, 
daß die — CH,- usw. Gruppen zueinander eine größere Affinität zeigen 
als zu den Lösungsmitteln, während die hydrophilen Gruppen sich an 
die Wassermoleküle anlagern. Dieses Verhalten würde gleichfalls 
eine „Struktur“bildung bewirken. 


Zu der schwierigen Frage, warum die Elektrolyte auf die Proteine 
peptisierend wirken, bringt die vorliegende Arbeit noch keine weitere 
Aufklärung. Man hat neuerdings versucht, die Theorie von Debye 
und Hückel auf den Einfluß der Elektrolyte auf die Proteine im Serum 
anzuwenden. Wir möchten nicht verschweigen, daß wir dagegen große 
Bedenken haben. Diese Theorie mit allen ihren Weiterbildungen 
(Debye und Me Aulay, Schärer usw.) hat ihre fest umgrenzten Voraus- 
setzungen, die nicht aus dem Auge gelassen werden dürfen. Sie treffen 
auf das Serum schon darum nicht zu, weil sie ihre Gültigkeit samt 
und sonders nur für recht verdünnte Lösungen besitzen (~ m/100), 
das Serum aber mit seinen Elektrolyten (> m/5 Lösung!) gehört in 
den Bereich der konzentrierten Lösungen. Es sei auf die vielen anderen 
Unstimmigkeiten bei der Anwendung jener schönen Theorie auf das 
Serum hier nicht näher eingegangen. Es sei nur erwähnt, daß man 


1) Journ. of the Franklin-Inst. 1925, S. 450 ff. 

2) Zeitschr. f. anorg. Chem. 147, 91, 1925. 

8) Kolloid-Zeitschr. 86, 241, 1925. 

1t) Journ. of the Amer. Chem. Soc. 89, 1848ff., 1917. 
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selbst vor der unmittelbaren Übertragung der Hückelschen!) Theorie 
der konzentrierten starken Elektrolyte auf das Serum aus naheliegenden 
Gründen wird warnen müssen. 


Zusammenfassung. 


Es zeigt sich, daß die Elektrolyte des Serums einen wesentlichen 
Einfluß bei der Proteinfällung durch Säuren ausüben, und zwar ist: 

l. bei normalem Elektrolytgehalt eine Ausfällung durch Säure 
unmöglich; 

2. die Menge des ausfallenden Proteins um so größer, je elektrolyt- 
freier das Serum ist; 

3. das Maximum an Protein erhältlich bei Elektrolytfreiheit unter 
gleichzeitigem Durchschreiten des isoelektrischen Punktes. Steigt 
die H-Ionenkonzentration, so kann unterhalb p, = 4 Wiederauflösung 
eintreten. 

Ferner lassen gewisse Versuche darauf schließen, daß bei der 
Proteinfällung ein gewisser innerer Zusammenhang des Serums zerstört 
wird, der nicht wieder herstellbar ist. Insbesondere gelingt es nicht, 
die Globulinmenge, die das Serum besitzt — bei gleichem p,„-Wert 
und gleichem Elektrolytgehalt — wieder in Lösung zu bringen. 

Herrn Prof. Freundlich möchten wir für sein stetes Interesse an 
diesen Arbeiten sowie für die Förderung, die wir durch ihn erfuhren, 
herzlich danken. | 

Dem einen von uns (Beck) wurde diese Arbeit ermöglicht durch 
Mittel, die die Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft in entgegen- 
kommender Weise bereitgestellt hatte. Wir möchten ihr auch an 
dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 


1) Physik. Zeitschr. 26, 93, 1925. 


Radiometrische Mikroanalyse. II. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Göttingen.) 
(Eingegangen am 9. März 1926.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In der ersten Mitteilung!) wurden die allgemeinen Prinzipien einer 
Mikroanalyse dargelegt, welche die verschiedenen Bestimmungsarten — 
Calcium, Phosphat, Sulfat — in einer Fällungsreaktion radioaktiv 
infizierten Bleies ausmünden läßt und den Aktivitätsverlust elektro- 
metrisch mißt. 

Der Ausbau der Methodik geht in zwei Richtungen weiter: Die 
Steigerung der Empfindlichkeit ist zu erreichen durch Verkleinerung 
der Apparatur und damit der Volumina, in denen die Fällungsreaktionen 
vorgenommen werden, ferner durch Verstärkung der Aktivität, also 
Anreicherung des aktiven Bleiisotops (Thorium B), und durch Ver- 
wendung eines hochempfindlichen: Elektrometers; die Ausdehunng 
des Anwendungsbereichs ist auf jede Bestimmung möglich, die sich 
auf Fällung oder Wiederlösung eines Bleisalzes hinausführen läßt. 

In der erstgenannten Richtung wird die Entwicklung der Methode 
fortschreiten, wenn ein in Auftrag gegebenes Elektrometer zur Ver- 
fügung stehen wird, dessen Empfindlichkeit das 200fache des bisher 
verwendeten beträgt, sowie nach Beschaffung einer größeren Menge 
von Radiothor?). In der vorliegenden Mitteilung soll die Ausarbeitung 
der Methode zur Titration sowie über einige weitere technische Er- 
fahrungen berichtet werden. 

Eine Fehlerquelle ist bedingt in der Adsorption des radioaktiven 
Isotops an das Glas der Zentrifugenröhrchen, Pipetten usw., sie ist zu be- 
kämpfen durch Auskochen des Glases mit konzentrierten Bleilösungen 


und nachfolgendes Wässern, ferner durch Arbeiten mit nicht allzu geringen 
Konzentrationen an inaktivem Blei. In den nachfolgenden Bestimmungen 


1) Diese Zeitschr. 164, 183, 1925. 
2) Die Beschaffung ermöglichte eine Unterstützung durch die Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft. 
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wurde n. 10-?Pb als niedrigste Konzentration verwandt. Durch die 
Pipettierung bedingte Fehler lassen sich durch Verwendung ein und der- 
selben Pipette (Ausblaspipette) innerhalb einer Bestimmungsreihe redu- 
zieren, außerdem wurde jeder Punkt der Reihe mit mindestens drei, meist 
vier Parallelbestimmungen festgelegt, wobei unter Ausschluß gröber ab- 
weichender Werte gemittelt wurde. Letzteres geschah auch, um die Unvoll- 
kommenheit des bisher benutzten Abfallelektrometers auszugleichen, 
diese Fehlerquelle fällt künftig fort. Bei der Einfachheit und Schnelligkeit 
der erforderlichen Manipulationen ist die Vergrößerung der Zahl der Be- 
stimmungen kein beschtlicher Nachteil, wenn genügend Emanation zur 
Verfügung steht. 

Die Niederschläge wurden neuerdings stets in kapillar endigenden 
Zentrifugenröhrchen erzeugt, die überstehende Lösung direkt heraus- 
pipettiert. Gingen der Fällung des infizierten Bleis andere voraus, so wurden 
sie alle in demselben Röhrchen unter mehrmaligem Zentrifugieren vorge- 
nommen, so wird z. B. das zu bestimmende Calcium mit überschüssiger 
n/100 Ammonoxalatlösung gefällt, nach längerem Stehen zentrifugiert, 
das restierende Oxalat mit überschüssiger infizierter m/1000 Bleinitratlösung 
gefällt, wieder zentrifugiert, aus der überstehenden Lösung ein Volumen 
auf ein Uhrschälchen pipettiert, eingetrocknet und die Aktivität am Elektro- 
meter bestimmt. 


Beispiel. Verschiedene Mengen n/1000 CaCl, mit Wasser auf 0,16 cem, 
dazu 0,03ccm n/100 Ammonoxalat, nach Abzentrifugieren dazu 0,2 ccm 
m/1000 Bleinitrat infiziert, je 0,öccm Wasser, zentrifugiert, 0,65 ccm 
eingedampft. Kontrollen: A. 0,69ccm Wasser + 0,2ccm Blei (infiziert). 
B. 0,66 ccm Wasser + 0,03 ccm Oxalat + 0,2cem Pb (infiziert). 








Tabelle I. 
u al A | B | ous | 0,155 mp |0.16 ccm n/1000 GC 
Aktiv (Teilstriche in 10 Sek. | 1,860 | | 0,820 1,249 | 1,462 1,663 
0.868 241 |1 1,421 1,571 


Analog wurde die Bariumbestimmung als Sulfat — in Ausarbeitung 
einer CO,-Bestimmung — angesetzt: 

0,2ccın H,O bzw. n/100, n/200, n/400 Ba(OH), + 0,2n/100H,SO, 
+ 0,2 n/100 Pb(NO,), (infiziert) + 0,2ccm H,O; 0,5ccm eingedampft. 

Kontrolle: 0,6ccm H,O + 0,2ccm Pb (infiziert), Aktivitäten wie 
oben (die untereinander stehenden Zahlen sind Parallelbestimmungen). 











Tabelle II. 

HO | art | n;200 | 21400 Be(OH)2 | Kontrolle 
0,253 0,336 0,441 0,742 ` 0,972 
0,249 0.305 0.419 0,763 0.921 
0,249 0,326 0.403 0,747 0.903 





Setzt man den Mittelwert der ersten Spalte gleich 100, so ergibt 
sich für die Ba-Mengen die Aktivitätskurve I (Abb. 1). Der entsprechend 
bezeichnete Punkt ergab sich übereinstimmend in zehn Parallelbestim- 
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mungen, wenn die n/100 Barytlösung mit CO, gesättigt und von dem 
Niederschlag abzentrifugiert war, er entspricht also der Bariumcarbonat- 
sättigung. Die Methode eignet sich demnach zur genauen Löslichkeits- 
bestimmung aller schwer löslichen Salze, deren Kation eine empfindliche 
Fällungsreaktion mit Blei gemeinsam hat. 


% 
300 





250 


Abb. 1. Versuch vom 2. März 1926. 0,2ccm. 


In vielen Fällen wird es erwünscht sein, die Aktivitätsbestimmung 
aus mehreren verschiedenartigen Bestimmungsreihen zu vereinigen, 
um mit einer Eichungsreihe auszukommen. Man führt dann die jeweils 
abschließende Bleireaktion mit inaktiver Bleilösung aus und bestimmt 
in einem bestimmten Volumen den Bleigehalt nach Zusatz eines 
Volumens aktivierter Lösung und Ausführung einer quantitativ be- 
stimmten Bleifällung. Für die letzte Reaktion hat sich die Carbonat- 
fällung als geeignet erwiesen. 


Tabelle III (Abb. 2). 
0,1ccm bleihaltiger Lösung + 0,lecm m/l1000 Pb (infiziert) + 0,1 ccm 
m/1000 Na,CO, + 0,1l cem H,O, eingedampft 0,25 ccm. 





Kontrolle | 0,1 is 0,05 | 0,025 | 0,01 | 0,0 10-5 mol. 
1,785 0,603 | 0,281 0,162 0,110 | 0,099 
1.746 0560 | 0261 0.161 0.118 
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Tabelle IV (Abb 3). 


0,25 ccm bleihaltiger Lösung + 0,25 ccm m/1000 Pb (infiziert) + 0,25 ccm 
m/1000 Na,CO, 0,5ccm eingedampft. 


Kontrolle 0,2500 | 0,1875 | 0.1250 | 0,0625 10-6 mol. 























0,807 0,291 026 | 0,180 0,120 
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028 | 018 
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70-8 Mol 
Abb. 2. Abb. 3. 
Versuch vom 8. Februar 1926. Versuch vom 9. Februar 1926. 
0,1 m/1000 Pb(NO;) infiziert mit 0,25 m/1000 Pb(NO,) infiziert mit 
0,1 m/1000 NaCO; gefällt. 0,25 m/1000 N OCO; gefällt. 
+ 0,1 inaktiv. Pb (N O3) versch. Konz. + 0,25 inaktiv. Pb(NO;). 


Zum Zwecke der acidimetrischen Titration hat es sich als am besten 
erwiesen, von dem Bleicarbonat auszugehen, das noch schwerer löslich 
ist als das Hydroxyl und einen sich besser absetzenden (weniger ad- 
sorbierten) Niederschlag gibt. 

In der m/1000 Bleinitratlösung wird ein Teil des Bleies mit 
m/10 Sodalösung gefällt, von der gut durchgerührten Suspension in die 
Zentrifugenröhrchen pipettiert, verschiedene Mengen n/1000 bis 
n/4000 HCl zugefügt, zu gleichen Voluminis mit Wasser aufgefüllt, 
zentrifugiert, entnommen und eingedampft. 
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Tabelle V (Abb. 4). 


10 cem m/1000 Pb(NO,), + 0,04 cem m/10 Na,CO,, davon je 0,5 ccm mit 

n/4000 HCl und H,O auf 1,0, 0,75ccm eingedampft. Kontrolle: mit 

0,5 ccm n/1000 H.Claller Niederschlag gelöst. In der Kurve ist der Aktivitäts- 
wert für 0,25 ccm gleich 100 gesetzt. 























Kontrolle u 0,25 | 0,5 | 1,0 n/4000 HCI 
2,665 1,247 1,514 2,013 
2,614 1,287 1,537 1,989 

| 1,285 | 1,529 (2,142) 





Abb. 4. 
Versuch vom 2. Februar 1926. n/4000 HCI. 


Tabelle VI (Abb. 5). 


Bleinitratlösung wie Tabelle V, n/1000 HCl, Gesamtvolumen 1 ccm, 0,75 ccm 
eingedampft. Die Ordinatenwerte der Kurve sind Promille der Kontroll- 

















aktivität. 
Kontrolle | 0,05 | 0,1 | 02 | 025 e n/1000 HCI 
ee e E E Ee ee TE A ee eg Ce i TE ge SE | 
2,010 1,132 1,240 | 1,416 | 1,532 
1,126 1,180 1415 | 154 
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Als erstes Anwendungsbereich dieser Mikrotitration wurde die 
Stickstoffbestimmung des Kjeldahlstickstoffs ausgearbeitet. Es wurde 
eine kleine Apparatur zur Überführung des Ammoniaks mit Luft- 
durchsaugen angefertigt, die Luft passiert Schwefelsäure, dann ein 
langhalsiges Kölbchen von etwa 6ccm, das auf 60 bis 70° er- 
wärmt wird, nachdem es mit ammoniakfreier Luft erfüllt und 

%o Akt. 
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Abh. 5. Abb. 6. 
Versuch vom 21. Januar 1926. NH; s Bestimmung. 
A:0,5 ccm n/1000 MNHA — 2,00 n/2000 HCI, 
n/1000 H CI. je 0,4 
B:0,25 ccm n/1000 NH3 CI — 2,00 n/2000 HCI, 
je 0,4 ccm. 


zu der stickstoffhaltigen Lösung 2ccm gesättigte Natronlauge 
(purissimum) nachgesogen ist. Zu beachten ist, daß kein Kondens- 
wasser an den Wänden und in den Röhren bleibt. Vorgelegt 
wurde in einem engrohrigen, oben kugelig erweiterten Rezi- 
pienten 2ccm n/2000 HCl, die nach beendigter Überführung 
in einen ö-cem-Meßkolben übergespült und aufgefüllt wurden. 
2) Minuten Destillationsdauer. 


16 R. Ehrenberg: Radiometrische Mikroanalyse. II. 


Tabelle VII (Abb. 6). 
12ccm m/l1000 Bleinitret (infiziert) + 008 eem m/l0 Soda, davon 


0,5 ccm zu je 1 cem enthaltend: a) steigende Mengen n/1000 HCl, b)M 


kölbcheninhalt, entsprechend 0,2ccm n/1000 HCl, vermindert um 
Betrag des überführten Ammoniakr. 


0,5 0,5 n/1000 NH 








0,1 | 0,2 |03 n/1000 nol 025 | 
0,856 1,126 1,402 | 1,042 0,964 0,968 
0,835 0,170 1,451 1,049 0,970 | 0,969 
1.097 1,500 | 


In der Kurve ist der Aktivitätswert entsprechend 0,1 cem n/1000 
gleich 1,000 gesetzt. 


Die Genauigkeit in der Übereinstimmung der beiden parall 
Überführungen ermöglicht schon bei der Empfindlichkeit der bisherig 
Cl Apparaturen Unterschiede von Hunde 
Wis tausendstel Milligramm Stickst 
festzustellen, zumal bei Vermehrt 
der Parallelbestimmungen, künftig 
auf Millionstel sicher zu recht 
Fehler aus dem Stickstoffgehalt 4 


WS 
De 
WS 
/ 
d 


mungen bei Einhaltung glei 
Volumina auszuschalten. 
Anhangsweise sei die Kurve eis 


verzeichnet, die bei Vorlage 
2ccm Baryt und Überführung ı 
0,5 bzw. 0,25ccm m/100 Na,C0; 4 
wonnen wurde (Abb. 7). 

Die verbrauchten Barytmeng 
sind 0,12 bzw. 0,21 ccm n/200, € 
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sehen, die Methode noch zu 
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Abb. 7. C+Bestimmung vom 23. Februar 1926. In diesen wie in den 
n/200 Ba(OH),. geführten Bestimmungen stimmen 


durch Verdünnung hergestellten n- bz# 


m/100 und m/1000 Lösungen nicht genau aufeinander, sie mü 
natürlich jeweils einmal eingestellt werden, es empfiehlt sich, von d 
haltbaren Lösungen größere Mengen anzusetzen. 


Reagenzien sind durch Leerbestä 
a a 


CO,-Bestimmung mit n/100 Pai 


Ergebnis ist als vorläufig anz 
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Wäer die Wirkung von; Blausäureäthylester (Äthylcarbylamin) 
auf Schwermetallkatalysen. 


Von 


Shigeru Toda. 
af (Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
a (Eingegangen am 11. März 1926.) 

Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Blausäureester sind im Jahre 1866 von Gautier entdeckt worden. 
erhielt sie bei der Einwirkung von Jodalkyl auf Cyansilber: 
CHJ +2 AgCN = (C,H,NC)AgCN + AgJ (1) 
"is komplexe Silberverbindungen, die durch Cyankalium unter Bildung 
Mon freiem Blausäureester und komplexem Silbercyanid zerlegt werden. 
'Was die Konstitution der Blausäureester anbetrifft, so nimmt man 
it Nef an, daß der Kohlenstoff in ihnen, wie in der freien Blausäure, 
reiwertig ist: 
HN =C CGH,N =C 
Blausäure Athylcarbylamin 
Die Blausäureester sind beständig in neutraler und alkalischer 
ösung — aus der sie unzersetzt destilliert werden können —, aber 
nbeständig in saurer Lösung. Sie zerfallen in saurer Lösung jedoch 
icht in Blausäure und Alkohol, was mit Hinblick auf ihre biologische 
Wirkung hervorgehoben sei, sondern in Ameisensäure und Amin. 
Beispielsweise reagiert Äthylcarbylamin nach der Gleichung 


C,H,NC+2H,0 = C,H,NH, + HCOOH, (2) 


venn man eine wässerige schwefelsaure Lösung kurze Zeit bei Zimmer- 
temperatur stehenläßt. Auf dieser Reaktion, die quantitativ verläuft, 
beruht eine Methode!) zur Bestimmung der Blausäureester. Man 


1) H.Guillemard, Ann. Chim. et Phys. 14, 311, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 2 
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zerlegt sie mit Säure, macht alkalisch, destilliert und titriert das über- 
gehende Amin. 


Von anderen Eigenschaften der Blausäureester ist bemerkenswert, 
daß sie mit Schwermetallen, wie die freie Blausäure, komplexe Ver- 
bindungen bilden. Eine eingehende Untersuchung darüber verdanken 
wir K. A. Hofmann!), der beispielsweise eine Verbindung von Ferro- 
chlorid (2 Molekülen) und Äthylcarbylamin (3 Molekülen) herstellte, 
die, in Wasser gelöst, weder mit Silber die Chlorreaktion, noch mit 
Ferricyankalium die Eisenreaktion gab. Auf Grund solcher Beob- 
achtungen war zu erwarten, daß die Ester der Blausäure, ähnlich 
wie die freie Blausäure, Schwermetallkatalysen hemmen. Ich habe 
diese Frage auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg geprüft und unter- 
sucht, in welcher Weise der Äthylester der Blausäure — Äthylcarbyl- 
amin — auf die Oxydation des Cysteins und der Fructose in wässeriger 
Lösung sowie auf die Oxydation des Leucins an Häminkohle wirkt. 


I. Reinigung des Äthylcarbylamins. 


Das Rohprodukt, von dem ich ausging, war Kahlbaumsches Äthyl- 
carbylamin. Es enthielt, wie alle nach Gautier dargestellten Carbyl- 
amine, als Verunreinigung Blausäure und Nitril. Die Blausäure war 
durch Destillation von dem Carbylamin nicht zu trennen. 


Um die Blausäure in dem Carbylamin zu bestimmen, stellte ich 
eine n/1l0 wässerige Lösung her (5,5 g: 1000 ccm). Zu 10 ccm dieser 
Lösung fügte ich 2ccm 25proz. Ammoniak?) und 0,5ccm 32proz. 
Jodkaliumlösung, verdünnte mit Wasser auf 100 ccm und ließ so lange 
n/100 Silbernitrat zufließen, bis Opaleszenz auftrat. 10 ccm der Lösung 
verbrauchten beispielsweise 0,56 ccm n/100 Silbernitrat, was 1,2 ccm 
n/100 Blausäure entspricht. 


In anderen Versuchen zerlegte ich dieselbe Carbylaminlösung 
zunächst mit dem gleichen Volumen n Schwefelsäure (1 Stunde Zimmer- 
temperatur) zu Amin und Ameisensäure, destillierte dann die Blau- 
säure in eine eisgekühlte Wasservorlage und titrierte sie in der Vorlage 
nach Deniges mit n/100 Silbernitrat. Bei dieser Anordnung erhielt 
ich die gleiche Blausäuremenge, aus 10 ccm n/10 Carbylamin 1,2 ccm 
n/100 Blausäure. Auf je 100 Moleküle Carbylamin kam also in einem 
Kahlbaumschen Präparat, das destilliert war, 1 Molekül Blausäure. 
Man sieht daraus, wie wichtig es ist, bei allen Versuchen mit Blausäure- 
estern die freie Blausäure zu entfernen. Wie es scheint, geschah dies 
nicht in den bisher in der Literatur beschriebenen Versuchen. 


1) K. A. Hofmann und G. Bugge, Ber. 40, 3759, 1907. 
2) Methode von Deniges. 
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Zur Entfernung der Blausäure schüttelte ich 50 ccm Äthylcarbyl- 
amin im Scheidetrichter 10 Minuten lang zweimal mit 10 ccm n Natron- 
lauge, ein drittes Mal mit Wasser und destillierte dann zweimal, wobei 
das Carbylamin bei 780 überging. Dieses Präparat erwies sich, nach 
Deniges in der beschriebenen Weise geprüft, als frei von Blausäure. 


Um einen Gehalt an Nitril festzustellen, führte ich das Carbyl- 
amin mit Schwefelsäure in Amin und Ameisensäure über und titrierte 
das Amin. 10ccm einer n/10 Carbylaminlösung wurden mit 10 ccm 
n Schwefelsäure gemischt und blieben bei Zimmertemperatur 1 Stunde 
stehen. Dann war der Geruch nach Carbylamin verschwunden. Ich 
fügte 20 ccm zweifach n Natronlauge und 10ccm Wasser hinzu und 
destillierte das gebildete Äthylamin in vorgelegte n/10 Schwefelsäure. 
Der Titerverlust der Schwefelsäure, gegen Methylrot bestimmt, betrug 
9,8ccm n/l0 Säure. Mein Präparat enthielt also sicher nicht mehr 
als 2 Proz. Nitril, eine Verunreinigung, die, wie aus dem Folgenden 
hervorgeht, für meine Zwecke belanglos war. 


II. Reinigung des Valeronitrils. 


Neben Carbylamin habe ich auch Nitrile auf Schwermetall- 
katalysen einwirken lassen, und zwar Propionitril, das dem Äthyl- 
carbylamin isomer ist, und ein Valeronitril: 


C,H,;—CN | (CH,),-. CH.CH,CN 
Proponitril Valeronitril 
Wie die Carbylamine mit Nitrilen und Blausäure, so sind die Nitrile oft 
mit Carbylaminen und Blausäure verunreinigt. Das Propionitril von 
Kahlbaum war frei von Carbylamin ynd Blausäure. Das Kahlbaumsche 
Valeronitril der oben angeschriebenen Formel enthielt sowohl Carbyl- 
amin als auch Blausäure und mußte deshalb gereinigt werden. 


Zur Entfernung des Carbylamins schüttelte ich 50 ccm Valeronitril 
mit 50ccm n Schwefelsäure 6 Stunden auf der Schüttelmaschine. 
Dann war der Geruch nach Carbylamin verschwunden. Ich extrahierte 
das Nitril (das bei Zimmertemperatur gegen Säuren ganz beständig 
ist) mit Äther, trocknete den Äther mit Natriumsulfat und fraktionierte, 
wobei die bei 127 bis 1280 übergehende Fraktion aufgefangen wurde. 
Die Titration nach Deniges zeigte, daß das so gewonnene Nitril noch 
erhebliche Mengen Blausäure enthielt. Obwohl die Siedepunkte der 
Blausäure und des Valeronitrils weit auseinander liegen, kann die 
Blausäure durch Destillation nicht entfernt werden. 


Zur Entfernung der Blausäure schüttelte ich 40 ccm des carbylamin- 
freien Nitrils 5 Minuten mit 10 ccm zweifach n Natronlauge im Schüttel- 
trichter. Dann wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat 


Ze 
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getrocknet und destilliert. Das übergehende Nitril war blausäurefrei. 
Eine Lösung in Wasser, nach Deniges mit n/100 Silbernitrat versetzt, 
verbrauchte bis zur Opaleszenz nicht mehr Silber als reines Wasser. 


UL Die Wirkung von Carbylamin und Valeronitril auf die 
Cysteinoxydation. 


Löst man eisenhaltiges Cysteinchlorhydrat in Wasser, neutralisiert 
mit Ammoniak, bis p etwa 8 ist, und schüttelt mit Luft, so tritt die 
violette Farbe der komplexen Eisen-Cysteinverbindung auf, in der 
das Eisen dreiwertig ist. Diese Färbung verschwindet auf Zusatz von 
Blausäure, und sie verschwindet auch, wie ich beobachtet habe, auf 
Zusatz von Äthylcarbylamin. Es ist bekannt, daß im Falle der Blau- 
säurewirkung Entfärbung und ÖOxydationshemmung parallel gehen. 
Ich habe gefunden, daß das gleiche für die Carbylaminwirkung gilt. 


Für meine quantitativen Versuche benutzte ich Cysteinchlorhydrat, 
das aus der dreifachen Menge heißen Äthylalkohols umkristallisiert 
war. Die Hauptmenge des im Rohcystein vorhandenen Eisens blieb 
bei dieser Reinigung im Alkohol zurück, und ich erhielt ein Präparat, 
das sich mit einer für meine Zwecke geeigneten Geschwindigkeit oxy- 
dierte. Zur Neutralisation verwendete ich nach Sakuma!) gereinigtes 
Ammoniak. Die Geschwindigkeit der Oxydation bestimmte ich mano- 
metrisch, wie bei Sakuma!) beschrieben. 


In Tabelle I und Abb.1 ist ein Versuchsbeispiel wiedergegeben, 
in dem die Cysteinoxydation bei den Carbylaminkonzentrationen 


Tabelle I. 
Cystein und Äthylcarbylamin. 
De = etwa 8. Gasraum Luft. Temperatur 20°. 











, 8m Ge CI 8 mg CysteinsH C1 
8 mg Cystein-HCI 2 
Minuten 10 ccm H30 nN CHE N: :C n/10000 Ca HN :C 
O, in cmm O3 i in cmm Oz in cmm 
0,0 1,8 
0,0 36 
00 72 
09 9,9 
0,9 13,5 
0,9 15,3 





«2. 10- 3mg Fe <2. 10—3mg Fe -?. 10—3mg Fe 

72,2 16,2 64,8 
116,9 24,3 110,7 
155,8 31,5 147,6 


1) S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 


Wirkung von Blausäureäthylester auf Schwermetallkatalysen. 21 


O und 10-* und 10”? n gemessen wurde. Fassen wir zunächst die 
ersten 120 Minuten ins Auge, so sehen wir, daß 10"? n Carbylamin 
um 35 Proz., 10—° n Carbylamin vollständig hemmt. Dies ist dieselbe 
Größenordnung der Konzentration, 
in der Blausäure die Oxydation 
mäßig verunreinigter Cysteinlösun- 
gen hemmt. 


160 


100 





40 
e 
KE 
ei one e, Di 
i o n Carbylamın 
O eg 120 180 0 
— Zeit Mın. —> Zeit Min. 
Abb, 1. Abb. 2. 
Cysteinoxydation in wässeriger Lösung. Cysteinoxydation in wässeriger Lösung. 


Nach Ablauf von 120 Minuten wurden in jedes Gefäß 2. 10-° mg 
Eisen (in Form von Ferrosulfat) zugegeben. Die Konzentration an 
Eisen war dann 0,4.10-°n. Mit dem Eisengehalt stieg, wie Tabelle I 
und Abb.1 lehren, die Geschwindigkeit der Oxydation, und zwar 
in 10" fn Carbylamin in etwa demselben Maße, wie in der carbylamin- 
freien Kontrolle. 10-4 n Carbylamin war also nicht imstande, die 
Wirkung von 0,4.10-° n Eisen aufzuheben. Dagegen hemmte 1073 n 
Carbylamin die Wirkung des zugesetzten Eisens sehr stark, zunächst 
um 67 Proz., später um 82 Proz. 


Der Versuch der Tabelle II und der Abb. 2 unterscheidet sich 
von dem beschriebenen dadurch, daß Kupfersulfat statt Ferrosulfat 
zugegeben wurde. Wie man sieht, wird auch die Kupferkatalyse durch 
Äthylcarbylamin gehemmt, aber beträchtlich schwächer als die Eisen- 
katalyse. 
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Tabelle II. 
Cystein und Äthylcarbylamin. 
De = etwa 8. Gasraum Luft. Temperatur 20°. 





Ñi 7 mg Cystein:H CI | 4 "8, ao a f me Re TO 
inuten 10 ccm H,O n/1000 CaH5—N:C n/10000 C3 H;—N: C 
O, in cmm | O3 in cmm O; in cmm 
20 
40 
60 ; 
80 2 17,1 
100 52,3 29,7 
120 Br 450 





Die Versuche beweisen, daß Carbylamin die sauerstoffübertragende 
Wirkung von Schwermetall in ähnlichem Maße hemmt wie Blau- 
säure. Daß Kohlenstoffverbindungen, die keine komplexen Schwer- 
metallverbindungen bilden, eine derartige Wirkung nicht hervor- 
bringen, ist kaum nötig zu erwähnen. Valeronitril (Tabelle III) hat 
selbst in n/10 Lösung keinen Einfluß auf die Geschwindigkeit der 
Oxydation. 

Tabelle III. 
Cystein und Valeronitril. 
De = etwa 8. Gasraum Luft. Temperatur 20°. 


| | 











; 8 mg Cystein-HCI 8 mg Cystein-HCI 
` 8 mg Cystein-H CI D H 0c 
Minuten | 10 ccm H3 n/10 Valeronitril n/100 Valeronitril 
| o O, in cmm | O2 in cmm Oz in cmm 

10 | 1,8 | 17 
20 | 4,5 4,3 
30 | 6,3 6,0 
40 | 8,1 8,5 
60 13,7 12,4 
80 | 18,0 | 170 
100 f 23,4 | 22,1 





IV. Die Wirkung von Äthylcarbylamin auf die Fructoseoxydation in Phosphat. 


Die von Warburg und Yabusoel) entdeckte Verbrennung der 
Fructose in Phosphatlösungen ist nach Versuchen von Meyerhof und 
Matsuoka?) sowie nach Versuchen von F. Wind?) ein durch Schwer- 
metall beschleunigter Vorgang, da Komplexbildner die Oxydation 
hemmen, Schwermetalle die Oxydation beschleunigen. 


1) Diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 
2) Ebendaselbst 150, 1, 1924. 
3) Fibendaselbst 159, 58, 1925. 
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Für meine Versuche benutzte ich m/2 Phosphatlösungen, deren 
Pa etwa 8 war. Die Fructosekonzentration betrug 5 Proz. Die Messung 
der Oxydationsgeschwindigkeit geschah manometrisch, wie bei Warburg 
und Yabusoe!) beschrieben. 

Tabelle IV enthält ein Versuchsbeispiel. 10—~4n Carbylamin hemmt 
die Oxydation um 50 Proz. 


Tabelle IV. 
Fructose-Phosphat und Äthylcarbylamin. 
37,5°°. Gasraum Luft. 


| 





5 ccm Frustose 5 ccm Fructose» 


5 ccm Fructose» 














Phosphatlö | Phosphatlö 
Minuten Phosphatiösung n/1000 E H ' n/10000 CaHs-N:C 
Oz in cmm | Oz in cmm 2 Oz in cmm 
20 47,3 21,0 20,0 
40 1082 49.0 473 
60 171.2 77.0 75.6 


Auffallenderweise hemmt 10-73 n Carbylamin nicht stärker als 
Ir n Carbylamin. Ich erkläre dies durch die Annahme, daß unter 
den verschiedenen Metallen, die das Fructosephosphatgemisch enthält, 
solche sind, die mit Carbylamin reagieren, und solche, die nicht reagieren. 


V. Die Wirkung von Äthylcarbylamin auf die Oxydation des Jeueins 
an Häminkohle. 


Nach Warburg und Brefeld?) hemmt 10—3n Blausäure die sauerstoff- 
übertragende Wirkung des in der Häminkohle gebundenen Eisens um 
rund 90 Proz. Wie ich gefunden habe, hemmt Äthylcarbylamin die 
katalytische Wirkung der Häminkohle in Konzentrationen von der 
gleichen Größenordnung, nämlich 10-4 n Carbylamin um 35 Proz. und 
10-3? n Carbylamin um 67 Proz. 


Die Messung geschah manometrisch®), wie bei Warburg und 
Brefeld beschrieben. Ein Versuchsbeispiel ist in Tabelle V und Abb. 3 
wiedergegeben. 


1) Diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 

2) Ebendaselbet 145, 461, 1924. 

3) In den Ber. d. Chem. Ges. 59, 218, 1926 kritisiert S. Hennichs 
die manometrische Methode. Aus der Kritik geht hervor, daß Hennichs 
nicht einmal das Prinzip der Methode verstanden hat. Die Methode ist 
die einzige quantitative, über die wir verfügen, und besitzt außerdem 
den Vorzug, daß mit ihr die Erscheinungen, über die Hennichs schreibt, 
entdeckt worden sind. 
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Tabelle V. 


Häminkohle, Leucin und Äthylcarbylamin. 
37,5%. Gasraum Luft. 





Mond 10 mg Häminkohle 10 mg Häminkohle 
Minuten Ei mg da een | 10 ccm n/20 Leucin 10 ccm n/20 Leucin 
Deem n/20 Leucin | 1/1000 CzHs—N:C | n/1000 C.Hs—N:C 


O, in emm O, in cmm 





Oa in cmm 





5,1 
11,9 





S 





— 0,12 Cmm 


0 


Sp 0 60 90 120 
— Zeit Mn. 


Abb. 3. 
Leucinoxydation an Häminkohle. 


Um zu entscheiden, ob hier — wo ein heterogenes System gehemmt 
wurde — eine spezifische Wirkung oder eine unspezifische Oberflächen- 
wirkung (narkotische Wirkung) vorlag, war es notwendig, die Ad- 
sorption des Carbylamins zu messen. 


Wirkung von Blausäureäthylester auf Schwermetallkatalysen. 26 


VI. Adsorption von Äthylcarbylamin und einigen Nitrilen 
an Kohle. 


50 ccm n/10 Carbylaminlösung wurden mit Le Merckscher Blut- 
kohle 5 Minuten geschüttelt. 10 ccm des Kohlefiltrats wurden mit 
10 ccm n Schwefelsäure gemischt und blieben eine Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehen. Dann wurde mit 20 ccm zweifach n Natronlauge 
alkalisch gemacht, destilliert und das übergegangene Äthylamin mit 
Methylrot als Indikator titriert. 


10 ccm Carbylaminlösung gaben vor dem Schütteln mit Kohle 9,8 ccm 
n/10 Base. 


10 ccm Carbylaminlösung gaben nach dem Schütteln mit Kohle 
4,67 cem n/10 Base. 


Aus diesen Zahlen berechnen wir die Anzahl Millimole x, die an 
lg Kohle adsorbiert sind, wenn die Carbylaminkonzentration in der 
Lösung c Mole pro Liter beträgt, und finden: 


c (MolejLiter) ii z (Millimole jg) SÉ 











2,6 


Weiterhin wurde die Adsorption von Propionitril, das dem Äthyl- 
carbylamin isomer ist, gemessen. Zur Bestimmung des Nitrils wurde 
die Nitrillösung mit dem gleichen Volumen n Schwefelsäure gemischt und 
5 Stunden bei 150° im Rohr erhitzt. Dann war das Nitril zu propion- 
saurem Ammon verseift und das Ammoniak konnte abdestilliert und 
titriert werden. 


Wurden 50ccm n/10 Propionitrillösung mit 1g Kohle bis zum 
Gleichgewicht geschüttelt, so gaben 10 ccm Kohlefiltrat 6,0 ccm 
n/l0 Ammoniak, während 10 ccm der gleichen, aber nicht mit Kohle 
geschüttelten Lösung 9,8 ccm n/l0 Ammoniak lieferten. Daraus be- 
rechnen wir für Propionitril: 


c (MolejLite) | 
= 


z (Millimole/g) E 











1,9 


? 


Schließlich wurde die Adsorption von Valeronitril gemessen. Die 
Bestimmung geschah stalagmometrisch nach dem Verfahren von 
J. Traube. Lösungen verschiedener Valeronitrilkonzentration wurden 
in ein Traubesches Stalagmometer eingefüllt, je 10 der frei abfallenden 
Tropfen wurden gewogen. Hierbei erhielt ich folgende Zahlen: 


26 S. Toda: 


Konzentration | Gewicht von 10 Tropfen 





des Valeronitrils g 
0 | 1,2194 
n/30 0,9941 
n/%0 0,9328 
n,15 0,8907 
n/10 0,8106 


Wurden 50 ccm einer n/10 Valeronitrillösung mit Le Kohle bis 
zum Gleichgewicht geschüttelt, so wogen 10 Tropfen des Kohlefiltrats 
1,047 g. Das 10-Tropfengewicht stieg also durch die Behandlung mit 
Kohle von 0,8105g auf 1,047 g. Die Konzentrationsänderung, die 
dieser Gewichtsänderung entsprach, wurde graphisch ermittelt. Es 
ergaben sich daraus folgende x- und c-Werte: 


c (Molej/Liter) | 


31x10-2 | 3,45 


x (Millimolejg) 











Stellen wir das Ergebnis der Adsorptionsmessungen zusammen, 
so haben wir: 


EE || e (MolejLiter) | 2(Millimoleig) 


Propionitril....... . 6,0 x 10-2 1,9 
Äthylcarbylamin . . || 4,7 x 10-2 2,6 
Valeronitril. . . . . || 3,1 x 10-2 3,5 


Äthylcarbylamin steht also zwischen Propionitril und Valeronitril. 
Es wird stärker adsorbiert als Propionitril, aber schwächer als Valero- 
nitril. 


vu. Wirkung der Nitrile auf die Oxydation des Leueins an Häminkoble. 


Wäre die Wirkung des Äthylcarbylamins auf Häminkohle eine 
unspezifische Oberflächenwirkung, so müßte es nach Abschnitt VI 
stärker als Propionitril, aber schwächer als Valeronitril wirken. Ich 
habe die Oxydation des Leucins an Häminkohle unter dem Einfluß 
verschiedener Nitrilkonzentrationen gemessen und diejenigen Kon- 
zentrationen an Propionitril und Valeronitril ermittelt, die die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit um etwa 50 Proz. hemmen. 

Das Resultat ist in den Tabellen VI und VII sowie den Abb. 4 
und 5 zusammengestellt. Wie man sieht, ist von Propionitril eine 
0,17 n Lösung, von Valeronitril eine 0,02 n Lösung nötig, um die Ge- 
schwindigkeit der Leucinoxydation auf die Hälfte zu vermindern. 
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Tabelle VI. 
Häminkohle, Leucin und Propionitril. 37,5%. Gasraum Luft. 


10 mg Häminkoble 
10 mg Häminkohle 10 ccm n/20 Leucin 























Minuten 10 ccm n/20 Leucin 1:7/j0 n Propio» 
nitril 
O, in cmm 

10 8,5 1,7 
20 19,3 77 
30 28,3 12,8 
40 40,0 20,4 
50 61,7 25,5 
60 64,3 31,5 
70 78,7 374 
80 93,1 442 
90 108,4 519 


100 


60|- 





40) - 
S 
Q2 ; 
© 
30 0 30 60 90 
— Zeit Min. — Zeil Mn. 
Abb. 4. Leucinoxydation an Häminkohle. Abb. 5. Leucinoxydation an Häminkohle. 
Tabelle VII. 


Häminkohle, Leucin und Valeronitril. 37,6°. Gasraum Luft. 

















10 mg Häminkohle 
10 ccm n/20 Leucin 
Zoo p Valero»s 
nitril 


10 mg Häminkoble ` 10 mg Häminkohle 
10 ccm n/20 Leucin 10 ccm n/20 Leucin 
3/100 n Valero» 4/4100 n Valero» 

r itril nitril 











10 mg Häminkohle 
10 ccm n/20 Leucin 





Minuten 










O3 in emm O, in cmm O2 in cmm Oz in cmm 





10 2,6 14 
20 3,9 1,9 
30 6,8 4,1 
40 11,9 7,7 
50 16,2 10,4 
60 19,6 12,2 
70 24.7 | 15,8 
80 28,9 18,5 
90 34,0 23,0 
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Demgegenüber ergibt der Versuch der Abb. 3 mittels graphischer 
Interpolation, daß von Äthylcarbylamin eine 4.1074 n Lösung nötig 
ist, um die Leucinoxydation um 50 Proz. zu hemmen. Die Wirkungs- 
stärke des Äthylcarbylamins liegt also nicht zwischen den Wirkungs- 
stärken des Propionitrils und Valeronitrils, sondern ist viel größer. 
Äthylcarbylamin wirkt 500mal stärker als das isomere Propionitril 
und 50mal stärker als Valeronitril. Die Wirkung des Äthylcarbylamins 
auf Häminkohle ist keine unspezifische Oberflächenwirkung, viel- 
mehr liegt eine spezifische Reaktion mit dem Metall der Hämin- 
kohle zugrunde, wie es nach der Übereinstimmung zwischen den 
Wirkungsstärken der Blausäure und des Carbylamins von vornherein 
wahrscheinlich war. 


VII. Die Wirkung von Äthylcarbylamin auf Leberkatalase. 


Auch mit der biologischen Wirkung des Äthylcarbylamins habe 
ich mich beschäftigt und geprüft, ob Äthylcarbylamin das wasserstoff- 
peroxydspaltende Ferment der Leber beeinflußt. 


Ratten wurden durch Nackenschlag getötet. Die Leber wurde 
vom Herzen aus, nach der Vorschrift von Muneo Yabusoe!), mittels 
körperwarmer Ringerlösung blutfrei gespült. Von der hellgelben Leber 
wurden Schnitte von etwa 0,3 mm Dicke hergestellt. 


8,5ccm Na,HPO,-Lösung und 1,5 ccm NaH,PO,-Lösung, beide 
dem Rattenserum isoton, wurden gemischt und mit 0,9proz. Kochsalz- 
lösung auf 100 ccm verdünnt. Je 10 ccm 
dieser Lösung wurden in Gefäße von der 
Form der Abb.6 eingefüllt2). Die An- 
satzbirne A enthielt 0,5 ccm 0,299 proz. 
Wasserstoffsuperoxyd, das nach W. Frie- 
dersch aus Natriumperoxyd hergestellt 
und im Vakuum destilliert war. Der Ein- 
satz der Gefäße blieb leer. 


F In den Hauptraum F der so vor- 

Abb. 6. bereiteten Gefäße wurde je ein Leber- 

schnitt eingebracht. Dann wurden die 

Gefäße mit Manometern verbunden und bei 37,5° im Thermostaten 

geschüttelt. War Temperatur- und Druckgleichgewicht eingetreten, 

so wurde das Wasserstoffperoxyd aus den Ansatzbirnen eingekippt 

und die von der Wasserstoffperoxydzersetzung herrührenden Sauer- 
stoffdrucke beobachtet. 


| zum Manometer 


1) Diese Zeitschr. 157, 388, 1925. 
2) Die Methode ist zuerst beschrieben in dieser Zeitschr. 146, 486, 1924. 
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Tabelle VIII enthält ein Versuchsbeispiel, in dem die Konzen- 
trationen an Äthylcarbylamin 0 und 10-*n und 10-°n waren. Wie 
man sieht, zersetzt die Leber das zugefügte Wasserstoffperoxyd schnell. 
Nach 30 Minuten sind etwa 400 cmm Sauerstoff erschienen, während 
für vollständigen Zerfall 495 cmm Sauerstoff berechnet sind. 


Tabelle VIII. 


Leberkatalase und Äthylcarbylamin. 
37,5°. Gasraum Luft. 


| 








Im Hauptraum: i 
Lösung ...... | 10 ccm 10 ccm 10 ccm 10 ccm 
Athylcarbylamin . . | 0 0 10-4n 10-3n 
Lebertrockengewicht | 0 2,23 mg 2,15 mg 2,10 mg 
In der Ansatzbirne: | 
0,299 Proz. H,O, . . | 0,5ccm 0,5 ccm 0,5 ccm 0,5 ccm 
Zeit nach re des Peroxyds | 5 a 
(Minuten) cmm O, cmm O} cmm Oz, cmm O3 
10 0 | 189 206 201 
20 0 352 379 361 
zz 30 ı 0 | 403 ` däi 392 
md; Io | 85 95 | 96 


mg Leber x Minuten 


Äthylcarbylamin hemmt die wasserstoffperoxydspaltende Wirkung 
der Leber nicht. Rechnet man die Anfangsgeschwindigkeiten auf 
gleiche Lebergewichte um — die Lebertrockengewichte sind in der 
Tabelle angegeben —, so erhält man für die Quotienten 


Kubikmillimeter O, 
Milligramm Leber x Minuten 


bei Gegenwart von Carbylamin sogar etwas höhere Werte als bei Ab- 
wesenheit von Carbylamin. 


IX. Giftigkeit des Äthylcarbylamins im Vergleich zur Giftigkeit 
der Blausäure. 


Zum Schluß seien einige Zahlen angeführt, aus denen hervorgeht, 
daß Äthylcarbylamin ungiftiger ist als Blausäure. 


Für meine Versuche benutzte ich Lösungen von Blausäure oder 
Äthylcarbylamin in Ringerlösung, die ich Ratten subkutan injizierte. 
Das Ergebnis meiner Beobachtungen stelle ich in Tabelle IX zusammen. 
Die Grenzen, bei denen keine deutlichen Wirkungen mehr auftraten, sind 
für Blausäure 0,5ccm n/100, für Äthylcarbylamin 0,5ccm n/10, bei 
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einem Rattengewicht von etwa 100g. Äthylcarbylamin ist also rund 
zehnmal ungiftiger als Blausäure. 














Tabelle IX. 
Substanz | aa | fen, | Wirkung 
| 110 | 0,5n/10 || nach 1 Minute tot 
ch 15 Min sch Erschei» 
Blausäure ... . . 20 DEE, hi ee re 
90 0,5 n/100 || keine deutliche Wirkung 
105 1,5 n/10 nach 20 Minuten tot 
Äthylcarbylamin . 100 1,0 n/10 nach 50 Minuten tot 
95 0,5 n/10 wirkt nicht 


Die Ausnutzung der Cellulose im Tierdarm 
bei oraler Zufuhr eines cellulosespaltenden Enzympräparates. 


Von 
N. Messerle. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Zürich.) 
(Eingegangen am 11. März 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Biedermann und Moritz!) fanden im Sekret der Mitteldarmdrüse 
(Leber) von Helix pomatia, wie auch anderer großer Landschnecken, 
ein sehr wirksames Enzymgemisch, welches Cellulose unter Bildung von 
Zucker spaltet. Karrer?) und seine Mitarbeiter haben die Befunde von 
Biedermann und Moritz bestätigt und festgestellt, daß dieses Enzym, 
von Karrer „Lichenase‘‘ benannt, Reservecellulose in vitro quantitativ 
in Glucose überführt. Auf Anregung von Herrn Prof. Karrer unter- 
suchten wir, ob dieses Enzym im Tierdarm im nützlichen Umfang 
Cellulose spaltet, wenn es gleichzeitig mit der Nahrung verab- 
reicht wird. 

Wenn dies zutrifft, so dürfen wir als Folge der Enzymbeigabe 
zur cellulosehaltigen Nahrung eine Herabsetzung des Nahrungs- 
verbrauchs oder bei wachsenden Tieren und knapp bemessener Nahrungs- 
menge eine Begünstigung der Körpergewichtsvermehrung erwarten. 

Das Enzympräparat verdanken wir Herrn Prof. Karrer. 


Methodik. 


Als Versuchstiere wählten wir junge, 8 bis 10g schwere Mäuse. 
26 Versuchstiere teilten wir in drei Serien ein, von denen jede einem 
besonderen Regime unterworfen war. Der ersten Serie verabreichten 
wir als Nahrung gemischtes Körnerfutter in abgewogenen Mengen. 
Die Tiere waren einzeln in je einem Glasgefäß untergebracht. Als 
Unterlage diente Cellulosewatte. 

Die Tiere der zweiten und dritten Serie, zu je fünf Stück in einem 
Gefäß, erhielten als Nahrung Haferkörner ad libitum. Alle Mäuse 
wurden täglich nüchtern gewogen. 


1) Biedermann und Moritz, Pflügers Arch. 78, 219, 1898. 
2) Karrer, Joos und Staub, Helv. chim. Acta. 6, 800, 1923. 
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Während der ersten 10 Versuchstage beobachteten wir den normalen 
Gewichtszuwachs. Vom zehnten Tage an verabreichten wir drei Tieren 
der ersten Serie Enzymzulage, drei andere dienten zur Kontrolle. 
Damit die Tiere das Enzym mit dem Futter verzehrten, puderten wir 
die mit Wasser leicht angefeuchteten Körner mit dem pulverisierten 
enzymhaltigen Präparat ein und ließen sie bei Zimmertemperatur 
trocknen. 

Je fünf Tieren der zweiten und dritten Serie verabreichten wir vom 
10. bis 18. Tage aktive Enzymzulage, vom 18. bis 25. Tage vom gleichen 
Enzympräparat, welches aber vor der Verabreichung durch Hitze 
inaktiviert worden war. Die übrigen zehn Tiere erhielten in umgekehrter 
Reihenfolge vom 10. bis 18. Tage inaktiviertes Enzympräparat, vom 
18. bis 25. Tage aktive Enzymzulage. 

Vom 25. bis 30. Tage ließen wir jede Zulage weg. Die Menge des 
täglich verabreichten Enzympräparats betrug pro Maus 0,025 g. 


Versuchsergebnisse. 
Die drei Tiere der ersten Serie, welche vom zehnten Versuchstage 
Enzym als Zulage verzehrten, zeigten von diesem Tage einen durch- 
schnittlich etwas erhöhteren Gewichtsanstieg als die Kontrolltiere. 


Gewicht 
nGramm 
70 





Wersuchstlag — 10 8 25 J2 


Abb. 1. Jede Kurve stellt das Gesamtgewicht einer Gruppe von 25 Mäusen dar. 
Die Tiere erhalten reine Enzymzulage. 

—-—=— Die Tiere erhalten als Zulage aktives Enzympräparat. 

-- - -- Die Tiere erhalten als Zulage durch Hitze inaktiviertes Enzympräparat. 





Die von der zweiten Serie erhaltenen Resultate fielen im gleichen 
Sinne aus, wenn auch etwas weniger deutlich. 

Da die einzelnen Tiere individuelle Schwankungen der Gewichts- 
kurve zeigten, haben wir bei der dritten Serie das Gesamtgewicht je 
einer Gruppe von fünf Tieren kurvenmäßig dargestellt, s. Abb. 1. 
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Es ergibt sich, daß die Gruppe von Tieren mit aktiver Enzymzulage 
eine etwas stärkere Gewichtszunahme aufweist als diejenige, welche 
das inaktivierte Enzym erhält. Wird aktives Enzym der Gruppe ver- 
abreicht, welche vorher das inaktive bekam, so steigt das Gesamt- 
gewicht dieser Gruppe um ein weniges rascher als das der anderen 
Gruppe, welche vorher aktives, dann aber inaktives Enzym erhält. 


Zusammenfassung. 


Die Resultate unserer Versuche zeigen, daß ein aus der Mittel- 
darmdrüse der großen Landschnecken dargestelltes Enzympräparat 
imstande ist, bei weißen Mäusen die Ausnutzung von cellulosehaltigem 
Material zu begünstigen. Der Einfluß ist aber nicht prägnant. 


Biochemische Zeitschrift Band 172. 3 


Über „Wasserstoffaktivierung“ durch Eisen. 


Von 
Shigeru Toda. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 13. März 1926.) 


Neutralisiert man eine Cysteinchlorhydratlösung mit Ammoniak, 
bis p, etwa 8 ist, und mischt sie mit einer Methylenblaulösung, so 
findet man, daß die blaue Lösung bei Zimmertemperatur allmählich 
heller und schließlich farblos wird. Cystein (RH) wird durch Methylen- 
blau (M) oxydiert, wobei das Methylenblau in Methylenweiß (MH,) 
übergeht. Die Bilanzgleichung ist 


2RH +M =2R + MH, 


Obwohl der Mechanismus derartiger und ähnlicher Vorgänge 
unbekannt ist, nehmen viele Naturforscher an, daß gerade hier die 
Bilanzgleichung über den Mechanismus Aufschluß gibt. Im Falle 
der Cysteinoxydation durch Methylenblau denken sie sich, daß der 
Wasserstoff der SH Gruppe, weil er „aktiv“ oder „aktiviert“ sei, 
direkt mit dem Farbstoff reagiere. 

Herr Warburg machte mich darauf aufmerksam, daß diese einfache 
Annahme, zum mindesten hinsichtlich der Reaktion zwischen Cystein 
und Methylenblau, unrichtig ist, da, wie er beobachtet hatte, die 
Reaktion durch Blausäure gehemmt wird. Ich habe auf seinen Vorschlag 
die Reaktion näher untersucht und festgestellt, daß eine Schwermetall- 
katalyse vorliegt. 

Für meine Versuche benutzte ich Cysteinchlorhydrat, das durch 
Reduktion von Cystin mit Zinn und Salzsäure hergestellt war, und 
Methylenblau medicinale Merck. Die Lösungen waren in bezug auf 
Cystein n/100, in bezug auf Methylenblau n/1000, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration war 1078n. Sie wurden in Röhren mit einge- 
schliffenem Stopfen luftfrei eingefüllt und bei 25° gehalten. 

Solche Lösungen, aus nicht gereinigten Komponenten hergestellt, 
waren in etwa 25 Minuten entfärbt. Zusatz von m/1000 Blausäure 
pro Liter verlängerte die zur vollkommenen Entfärbung notwendige 
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Zeit auf 240 Minuten, hemmte also die Reaktion zwischen Cystein 
und Methylenblau sehr erheblich. 

Um die Ursache der Blausäurehemmung zu finden, reinigte ich 
das Cystein und das Methylenblau. Cysteinchlorhydrat wurde aus 
der dreifachen Menge heißen Äthylalkohols umkristallisiert. Die Haupt- 
menge des anhaftenden Eisens blieb hierbei in dem Alkohol. Die Aus- 
beute an gereinigtem Chlorhydrat betrug 5 Proz. der angewandten 
Cysteinmenge, doch konnte das in Lösung gebliebene Chlorhydrat 
durch Verdampfen des Alkohols nach Zusatz des gleichen Volumens 
Wasser zurückgewonnen und für weitere Umkristallisationen benutzt 
werden. 

Zur Reinigung des Merckschen Methylenblaus stellte ich eine 
n/100 Lösung her, füllte sie in ein 15 ccm fassendes Zentrifugierglas 
und fügte 100 mg Palladiumschwarz hinzu. Dann leitete ich Wasser- 
stoff durch die Lösung, bis die Lösung entfärbt war. Das Leukomethylen- 
blau fiel dabei aus und konnte mit dem Palladium von der eisenhaltigen 
Lösung abzentrifugiert werden. Noch sechsmal wurde auf der Zentrifuge 
nach Sättigung mit Wasserstoff mit Wasser gewaschen. Dann wurde 
Sauerstoff eingeleitet, wobei der Farbstoff aus dem Methylenweiß 
regeneriert wurde und in Lösung ging. Das Palladium wurde abzentri- 
fugiert, die überstehende Methylenblaulösung zum Versuch verwendet. 

Zur Neutralisation des gereinigten Cysteinchlorhydrats benutzte 
ich eisenfreies Ammoniak!). Die Versuchslösungen waren, wie die 
ungereinigten Lösungen, n/100 in bezug auf Cystein und n/1000 in 
bezug auf Methylenblau. Die Versuchstemperatur war 25°. 

Es zeigte sich, daß die gereinigten Lösungen viel langsamer 
reagierten als die ungereinigten, indem vollkommene Entfärbung der 
gereinigten Lösungen erst nach 300 Minuten eintrat. Die Zeit voll- 
kommener Entfärbung war also durch die Reinigung auf mehr als 
das Zehnfache gestiegen. Wurde aber Eisen (in Form von Ferrosulfat) 
zu den gereinigten Lösungen zugesetzt, so konnte leicht die in den 
ungereinigten Lösungen herrschende Umsatzgeschwindigkeit oder eine 
noch größere hervorgebracht werden. Beispielsweise trat nach Zusatz 
von 10-5 g/Atom Eisen zu einem Liter vollkommene Entfärbung in 
7 Minuten ein. 


1) S. Sakuma, diese Zeitschr. 132, 68, 1923. 


Die Bestimmung kleinster Guanidinmengen 
mit Hilfe des Nephelometers. 


Von 
Rudolf Rittmann. 


(Aus dem Institut für allgemeine und experimentelle Pathologie in Innsbruck.) 


(Eingegangen am 15. März 1926.) 


Anläßlich einer Untersuchung über die Guanidinwirkung auf den 
Kaltblütermuskel (1) ergab sich die Notwendigkeit, die Aufnahme des 
Giftes in den Muskel unter geänderten äußeren Verhältnissen quantitativ 
verfolgen zu können. Da nun zu diesem Zwecke nur die sehr umständliche 
und zeitraubende Methode der Guanidindarstellung zur Verfügung ge- 
standen wäre, bemühten wir uns, eine andere Art des Nachweises zu 
finden. Einen Anhaltspunkt bot die von Schulze (2) angegebene 
Methode der qualitativen Guanidinbestimmung . mit Neßlerschem 
Reagens. Dieses Reagens erzeugt in guanidinhältigen Lösungen 
bläulich-weiße bis gelb-grüne homogene Trübungen, so daß deshalb 
an die Möglichkeit eines quantitativen Nachweises des Toxins mit Hilfe 
des Nephelometers gedacht werden konnte. 

Wir verwandten Neßlersches Reagens folgender Zusammensetzung: 
155g KJ in 62,5ccm Aqua dest. gelöst, dazu kalt gesättigte 
Sublimatlösung, bis gerade ein bleibender Niederschlag entsteht, der 
durch einige Tropfen der KJ-Lösung wieder gelöst wird. Nun setzt 
man neuerdings vorsichtig einige Tropfen Sublimatlösung zu und 
erzeugt wieder einen ganz schwachen bleibenden Niederschlag. Dann 
wird eine erkaltete Lösung von 37g KOH in 37,5ccm Aqua dest. 
zugegeben und mit Aqua dest. auf 250 ccm aufgefüllt. Das gut ver- 
schlossene Gefäß bleibt 24 bis 48 Stunden im Dunkeln bei Zimmer- 
temperatur stehen, bis sich der Niederschlag abgesetzt hat. Nun wird 
vom Niederschlag vorsichtig dekantiert (in dunkle, gut schließende 
Flasche) und die fertige Lösung im Dunkeln und in der Kälte (Eis- 
schrank) aufbewahrt. Trotzdem ist das Reagens nur beschränkte Zeit 
(8 bis 21 Tage) haltbar und muß deswegen vor jeder Bestimmung 
geprüft werden, ob es mit zwei Guanidinlösungen bekannter, aber 
untereinander verschiedener Konzentration proportionale Fällungen 
gibt. 
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Zuerst mußte festgestellt werden, welche Menge Reagens nötig ist, 
um maximale Trübungen herzustellen, was mit 5ccm erreicht wurde. 

Gute Resultate wechselten scheinbar ohne Grund mit solchen, 
die über 60 Proz. Fehler aufwiesen, bis wir erkannten, daß die Ursache 
für dieses Verhalten in dem verschieden raschen Zufließenlassen des 
Reagens zur Guanidinlösung gelegen war. Unter gleichen Bedingungen 
des Zufließens wurde der durchschnittliche Fehler beträchtlich geringer. 
Er bewegte sich um 10 bis 13 Proz. Um auch diesen Fehler zu ver- 
kleinern, versuchten wir sowohl eine Verdünnung der verwendeten 
Guanidinlösung als auch des Neßlerschen Reagens mit dem geringen 
Erfolge, daß nun der durchschnittliche Fehler auf 8 bis 9 Proz. ver- 
ringert werden konnte. Die Änderung in der Reihenfolge der Zusätze, 
zuerst Neßlersches Reagens und in dieses die Guanidinlösung, zeitigte 
eine Verschlechterung der Ergebnisse, weshalb wir wieder zur ursprüng- 
lichen Anordnung zurückkehrten. 

Es fiel uns auf, daß der Fehler um so geringer war, je näher die 
Guanidinkonzentration der zu bestimmenden Lösung an der der 
Standardlösung lag, weshalb wir auf dem Wege der Näherung der 
Standardlösung an die zu untersuchende Lösung genaue Resultate zu 
erhalten hofften. Wie aus beifolgenden Tabellen ersichtlich wird, führte 
dies zum Ziele. 

Der Vorgang ist kurz folgender: Von einer Lösung von 25mg Guanidin. 
hydrochl. auf 50 ccm Aqua dest. werden als Standardlösung z. B. 4 ccm 
(0,4 mg) in einen 50 eem fassenden Meßkolben eingemessen, diesen 4 ccm 
(0,4 mg) Guanidinlösung 10 ccm Aqua dest. zugesetzt, nun Beem Neßler- 
sches Reagens langsam unter fortwährendem Schütteln zufließen gelassen und 
sofort mit destilliertem Wasser auf 50 ccm aufgefüllt. Genau so wird mit 
der zu untersuchenden Guanidinlösung verfahren. Sie wird mit 10 ccm 
Wasser verdünnt, Boom Neßler langram unter Schütteln zugefügt und 


auf 50 ccm aufgefüllt. Beim Nephelometrieren — das sofort, oder wegen 
der langen Haltbarkeit der Trübungen auch nach einer Stunde, bei geringeren 


Konzentrationen sogar noch später, ausgeführt werden kann — kommt 
man z. B. auf den Wert von 1,69 ccm (0,169 mg) Guanidinlösung (s. Tabelle J). 
Tabelle I. 


Makro: Guanidinlösung + 10ccem Aqua dest. + Beem Neßlerreagens. 
Auffüllen auf 50 ccm mit Aqua dest. 

















2 Tatsächlich a Gefundener Guanidine 
Nr. u DEE dine) A standardlösung Inenden Guanidinlösung| Fehler 
mg mg mg Proz. 
mn Se A Ve EM zZ Fe Aa em HET, en a Z zur are EE Ee 
E 3? 0,180 | 0,400 0,169 6,100 
0.180 | 0,160 0,1777 , 1,277 
0,180 0,180 0.181 0,550 
2 0,060 | 0,400 0,065 8,330 
i 0,060 | 0,070 0,0605 0,833 


0.060 0.050 0,060 0,000 
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Nun setzt man eine neue Standardlösung an, die sich in ihrem Werte dem 
gefundenen Werte nähert, wie etwa mit 1,6ccm (0,160 mg), und nephelo- 
metriert neuerlich. Der nun gefundene Wert 1,777 ccm (0,1777 mg) 
liegt dem jetzt verwendeten Standard schon beträchtlich näher als dem 
ersten Standard von 0,4 mg, doch setzt man abermals eine neue Standard- 
lösung mit 1,8ccm (0,180 mg) an. Der gefundene Wert von 1,81 ccm 
(0,181 mg) liegt so nahe an der Testlösung, daß mit einem sehr geringen 
Fehler zu rechnen ist, weshalb dieser Wert als der gesuchte zu betrachten 
ist. Denselben Vorgang zeigt Versuch 2 der Tabelle I. Auf diesem Wege 
lassen sich noch Werte von 0,05mg Guanidin. hydrochl. nachweisen. 
Geringere Konzentrationen des Giftes, unter 0,005 mg in 10 ccm, können 
mit der Mikroeinrichtung noch sehr gut bestimmt werden, doch erfährt die 
Methode eine kleine Änderung. Die Guanidinlösung wird in ein 10-ccm- 
Meßkölbchen gegeben, nun werden ohne Verdünnung des Guanidins gleich 
5ccm Neßlerreagens zugesetzt und sofort auf 10 ccm aufgefüllt. Sonst 
ist der Vorgang gleich wie bei der Makrobestimmung (s. Tabelle II). 


Tabelle JI. 
Mikro: Guanidinlösung + Beem Neßlerreagens. Auffüllen auf 10 ccm 
mit Aqua dest. 





| Tatsächlich | a Gefundener Guanidin» | 
eingemessene Guanidin,.| Cuanidingeheit der gehalt der zu bestim» Fehler 














Nr. menge Standardlösung menden Guanidinlösung 
S EEE... E BERN mg Pioi 
1 0,024 0,040 0,024 24 1 
0,024 0,020 0,024 02 0 
0,024 0,026 0,023 94 0 
2 ` 0,012 0,080 0,013 32 11 
| 0,012 0,014 | 0,012 0 0 
0,012 0,010 0,0120 | 0 


Der Fehler bewegt sich bei sorgfältiger Ausführung der Bestimmung 
um 0,5 Proz., und können noch absolute Guanidinmengen von 0,001 mg 
erfaßt werden. 


Gleich günstige Resultate erzielten wir auch, wenn das Guanidin. 
hydrochl. in Ringerlösung statt in destilliertem Wasser gelöst wurde. 


Schon Raida und Liegmann (3) verwendeten Neßlersches Reagens 
zur quantitativen Guanidinbestimmung im Blute bzw. Serum. Bei der 
Bestimmung gehen sie so vor, daß sie 3ccm Blut in 9ccm Aqua dest. ein- 
fließen lassen, beide durch leichtes Schwenken mischen, je 1,5 ccm 10 proz. 
Natriummetaphosphatlösung und 3proz. Schwefelsäure, zum Zwecke des 
Enteiweißens, zusetzen, 2 Minuten stehen lassen und dann zentrifugieren 
oder filtrieren. Zu Beem dieses Filtrates setzen sie 1 ccm Neßlerreagens 
und beobachten die innerhalb 1 Minute auftretende Trübung ohne Ver- 
wendung eines Nephelometers. Normalserum soll in dieser Zeit keine 
Trübung geben, Serum mit Guanidinzusatz jedoch Trübungen, die pro- 
portional dem Giftgehalte sind. 


Die Erfahrung lehrt, daß der quantitative Vergleich zweier ver- 
schieden starker Trübungen ohne Nephelometer äußerst schwierig, bei 
nahe aneinander liegenden Werten aber unmöglich ist. Aber auch bei 
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Verwendung eines Nephelometers ist die Methode nicht brauchbar, 
denn wenn man zwei verschiedene Sera mit Guanidinzusatz untersucht, 
bekommt man niemals dem Giftzusatz entsprechende proportionale 
Trübungen. Dies wurde von uns zuerst auf das in zwei verschiedenen 
Seren in wechselnden Mengen enthaltene Ammoniak und andere die 
Reaktion hemmende und fördernde Faktoren zurückgeführt, weshalb 
die Bestimmung nur in ein und demselben Serum mit verschiedenem 
Guanidingehalt versucht wurde. Doch auch unter diesen Verhältnissen 
konnten wir niemals ein den jeweiligen Giftmengen proportionales Ver- 
halten der Trübungsintensitäten feststellen. Wurde das Verdünnungs- 
verhältnis geändert oder statt mit Natriummetaphosphat, nach 
Folin und Wu (4), mit Natrium-Wolframat enteiweißt, änderte sich 
an dem oben geschilderten Ergebnisse nichts. Die Ursache dafür liegt 
darin, daß Serum allein, also ohne Guanidinzusatz, nach der Zugabe 
des Reagens mit freiem Auge anfangs unmerkliche, im Nephelometer 
aber erkennbare Trübungen gibt, die gerade so wie die Trübungen 
guanidinhältiger Sera nicht konstant bleiben, sondern mit zunehmender 
Zeit stärker werden, die Teilchen allmählich an Größe zunehmen, zu 
Boden sinken und sich die Färbung von gelb in braungelb ändert. Die 
Änderungen der Teilchengröße allein aber machen schon das Nephelo- 
metrieren unmöglich, denn um eine Lösung auf ihre Konzentration mit 
Hilfe des Nephelometers untersuchen zu können, müssen, wie Klein- 
mann (5) sowie Rona und Kleinmann (6) (7) gezeigt haben, sämtliche 
kolloidchemischen Faktoren völlig gleich bleiben. Guanidin kann deshalb 
in Blut oder Serum weder nach der Methode von Raida und Liegmann (3), 
noch nach unserer, prinzipiell gleichen Methode quantitativ nach- 
gewiesen werden. Wohl gelingt dies aber, wie wir zeigten, in wässeriger 
oder Ringerlösung bzw. in schwach eiweißhaltigen Lösungen, wie sie 
anläßlich unserer anfangs zitierten Arbeit zur Untersuchung kamen. 

Vielleicht hat der von uns gegangene Weg der Näherung der 
Standardlösung an die zu untersuchende Lösung eine allgemein 
methodische Bedeutung. In Fällen, wo von dem Versuche, die so hand- 
liche und einfache nephelometrische Bestimmung einem bestimmten 
quantitativen Nachweis dienstbar zu machen, wegen größerer Fehler 
abgesehen werden mußte, könnte vielleicht die Verwendung des an- 
gezeigten Prinzips doch noch zum Ziele führen. 


Literatur. 


1) R. Rittmann und Otto Form, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 
191, 1926. — 2) E. Schulze, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 25, 661, 1892. — 
3) Raida und Liegmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 358, 1924. — 
4) Folin und Wu, Journ. of biol. chem. 88, 84. — 5) F. Kleinmann, diese 
Zeitschr. 99, H. 4/6, 1919. — 6) P. Rona und F. Kleinmann, ebendaselbet 
187, H. 1/2. — 7) Dieselben, ebendaselbst 140, 461, 1923. 


Zur Kenntnis des Mechanismus der Immunitätserscheinungen. 


II. Mitteilung: 
Einfluß einiger Aminosäuren auf die Wirkung des Diphtherietoxins. 


Von 
B. Sbarsky und L. Subkowa. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats für Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. März 1926.) 


In einer früheren Arbeit (1) konnten wir feststellen, daß Chinin 
auf das Diphtherietoxin eine antitoxische Wirkung ausübt. Wird eine 
letale Toxindosis mit Chinin vermischt und subkutan Kaninchen ein- 
geführt, so vertragen die Tiere dieses Gemisch ohne schädliche Folgen 
und bleiben am Leben. Kurz vor und nach dem Toxin eingeführt, 
steigert das Chinin die Resistenz der Tiere; die Reaktion auf nach- 
folgende Toxininjektionen wird abgeschwächt. Die Versuchstiere über- 
leben die Kontrolitiere und bleiben manchmal überhaupt am Leben. 
Diese Wirkung des Chinins stimmt vollkommen mit der von Sbarsky (2) 
aufgestellten Hypothese überein, wonach das Toxin zunächst durch die 
roten Blutkörperchen adsorbiert wird. Die Erythrocyten besitzen eine 
gute Bindungsfähigkeit für Chinin. Indem letzteres durch die Erythro- 
cyten stärker als Diphtherietoxin adsorbiert wird, verhindert es die 
Adsorption des Toxins in bedeutendem Maße und schwächt dadurch 
die toxische Wirkung ab. 

Die Versuche mit Chinin sind daher als eine experimentelle Be- 
stätigung der erwähnten Hypothese Sbarskys anzusehen. Es war zu 
erwarten, daß jeder andere von den Erythrocyten adsorbierte Stoff 
die Adsorption des Toxins teilweise verhindern und folglich eine anti- 
toxische Wirkung ausüben würde. 

Sbarsky und Muchamedow (3) haben vor kurzem bewiesen, daß 
einige Aminosäuren (Glykokoll und Alanin) in vitro durch die Erythro- 
cyten adsorbiert werden, während bei anderen (Leucin und Tyrosin) 
diese Eigenschaft fehlt. Die genannten Autoren versetzten Lösungen 
von Glykokoll und Alanin mit Erythrocytenemulsion und fanden, daß 
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Glykokoll zu 28,8 Proz., Alanin zu 25,7 Proz. adsorbiert wird. Lösungen 
von Leucin und Tyrosin werden bei gleicher Versuchsanordnung nicht 
adsorbiert. 


Es schien uns deswegen von Interesse, die Wirkung dieser Amino- 
säuren auf Diphtherietoxin in vivo zu erforschen. Während Chinin 
infolge seiner Giftigkeit den Versuchstieren nicht in beliebiger Menge 
zugeführt werden konnte, kommt bei Aminosäuren dieser Übelstand 
nicht in Betracht. 


Die Wirkung von Aminosäuren auf den tierischen und mensch- 
lichen Organismus ist in verschiedener Hinsicht durch eine Reihe von 
Autoren erforscht worden [Abderhalden und Bergell (4), Salaskin und 
Kowalewsky (5), Ringer und Lusk (6), Blendermann (7), Loewy und 
Neuberg (8), L. Meyer und H. Rietschel (9) u. al 


Bei diesen Untersuchungen wurden den Tieren oft bedeutende 
Mengen verschiedener Aminosäuren per os, subkutan und intravenös 
zugeführt. In keinem der Fälle konnten unerwünschte Folgen im Sinne 
einer Schädigung der Tiere nachgewiesen werden. So z.B. haben 
Abderhalden und Bergell Kaninchen erhebliche Mengen Glykokoll, 
Alanin und Leucin subkutan eingeführt; Salaskin und Kowalewsky 
spritzten einem Hunde 17 g Glykokoll auf einmal in die Vene; Loewy 
und Neuberg gaben einem Menschen 6g Tyrosin auf einmal; Blender- 
mann nahm täglich 5g Tyrosin ein; ein Kaninchen fütterte er 8 Tage 
mit Tyrosin (im ganzen wurden 24g verabreicht). Alle Autoren be- 
stätigen, daß die Einführung der Aminosäuren durchaus unschädlich ist. 


Unsere Versuche sind an Meerschweinchen ausgeführt, wobei in 
erster Linie die Wirkung von Glykokoll und Tyrosin auf diese Tiere 
untersucht wurde. Tägliche Einspritzungen von 0,lg Tyrosin (als 
Emulsion) sowohl als von 0,5g Glykokoll (10 Tage lang) riefen an den 
Tieren keine sichtbaren Veränderungen hervor. Die Meerschweinchen 
befanden sich wohl, nahmen an Gewicht zu und äußerten sogar bei 
einmaliger subkutaner Einspritzung von 2,0 g Glykokoll keine Unruhe. 
Desgleichen verlief perorale Verfütterung von Glykokoll und Tyrosin 
für die Meerschweinchen ohne jeglichen Schaden. | 


Nachdem wir auf diese Weise in Übereinstimmung mit den ge- 
nannten Autoren die völlige Unschädlichkeit dieser Aminosäuren nach- 
gewiesen hatten, versuchten wir ihren Einfluß auf die Wirkung von 
Diphtherietoxin zu ermitteln. 

Zu den Versuchen wurden chemisch reine, von der Firma Kahlbaum 
bezogene Aminosäurenpräparate (Glykokoll, Alanin, Leucin und 
Tyrosin) verwendet. 


Die Versuchsanordnung war folgende: es wurden Aminosäuren und 
Toxinlösungen hergestellt, welche in 2 cem der Mischung beider Lösungen 
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eine tödliche Toxineinheit (D. 1. m.) und wechselnde Mengen Aminosäure 
enthielten. Tyrosin mußte wegen seiner Schwerlöslichkeit in der Form 
einer wässerigen Emulsion zu den Versuchen verwendet werden. Es wurde 
in einer Reibeschale mit Wasser verrieben und mit Toxinlösung vermischt. 
Von diesen Gemischen erhielten die Meerschweinchen je 2ccm subkutan. 
Den Kontrolltieren wurde nur Toxin eingespritzt. Die Versuche wurden 
in Serien zu je fünf bis acht Meerschweinchen ausgeführt, darunter eins bis 
zwei Kontrolltiere. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. 











Tabelle I. 

Einfluß von Aminosäuren auf die Wirkung von Diphtherietoxin. 
Subkutane Injek» || u Die Meerschweinchen 
tionen: Eine D.I. m. ` Gramm , überlebten die Kontroll» 

Dipbtherietoxins tiere (Mittelwert) 
vermischt mit. | SÉ Tage 
| 0,5 | 5 
| 
Glykokoll | | Ge | i 
Alanin. ... a 07 A 
: | 0,5 0 
Leucin ; |: 01 | 0 
| OI m 
0,05 n 
Tyrosin | ou | 7 
0.005 | 1 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, brachte 0,1g Glykokoll, einer 
D.1. m. Diphtherietoxin hinzugefügt, eine Verringerung der toxischen 
Wirkung hervor. Im Vergleich zu den Kontrolltieren, die am dritten 
bis vierten Tage zugrunde gingen, konnten wir regelmäßig ein Über- 
leben der Versuchstiere beobachten, welches im Mittel 4 bis 5 Tage 
betrug. Es ist bemerkenswert, daß 0,1 und 0,5g Glykokoll fast die 
gleiche Wirkung ausüben. Alanin erwies sich weniger wirksam als 
Glykokoll, jedoch beobachten wir auch in diesem Falle stets ein Über- 
leben der Versuchstiere. Wie beim Glykokoll hatten auch beim Alanin 
Dosen von 0,1 und 0,5 g die gleiche Wirkung. Die Versuche mit Leucin 
fielen vollständig negativ aus. Die Versuchstiere, denen ein Gemisch 
von Toxin und Leucin injiziert wurde, starben gleichzeitig mit den 
Kontrolltieren. Ganz überraschende Resultate ergaben die Versuche mit 
Tyrosin. Mit 0,1 und 0,05 g Tyrosin versetzte D.I. m. Diphtherietoxins 
büßen vollständig ihre toxische Wirkung ein. Die Tiere blieben am Leben 
und nahmen an Gewicht zu. Sogar in Dosen von 0,01 g ergab Tyrosin 
noch ein Überleben der Versuchstiere um 6 bis 10 Tage. Erst bei Gaben 
von 0,005 g hörte die Wirkung des Tyrosins auf das Toxin nahezu auf, 
äußerte sich auch dann noch in einem geringen Überleben der Versuchs- 
tiere (um einen Tag). 
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In der letzten Zeit haben einige Autoren ihre Aufmerksamkeit dem 
Einfluß der p, auf die Wirkung des Diphtherietoxins zugewendet. So 
z. B. nimmt Walbum (10) an, daß bei pe Wetten unter 5,5 und über 10 
Zerstörung des Toxins stattfindet, während das Optimum bei 7,2 
bis 7,6 liegt. Obwohl die Aminosäuren Puffereigenschaften besitzen 
und daher keine Verschiebung der p, des Toxins bewirken konnten, 
haben wir doch Bestimmungen der p,, des Toxins vor und nach dem ` 
Hinzufügen von Aminosäuren ausgeführt. 





Tabelle II. 
Diphtherietoxin . . . 2222220. | pe 6,9 
e + 0,1 Glykokoll `, ..'` Pa 6,7 
m + 0,5 e e e o Pa 6,8 
é +01 Alanin. ..... pe 6,9 
M +0,1 Tyrosin!) .... De 69 


Die Aminosäuren riefen folglich keine Verschiebung der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen hervor, und ihre Anwesenheit konnte keine 
zerstörende Wirkung auf das Toxin ausüben. 

Eine Erklärung der antitoxischen Wirkung der Aminosäuren ergibt 
sich aus der erwähnten Hypothese Sbarskys. 

Von Sbarsky und Muchamedow ist der Beweis erbracht worden, 
daß die Erythrocyten Glykokoll am stärksten, Alanin schwächer und 
Leucin überhaupt nicht adsorbieren. Nach ihrem Einfluß auf die 
Wirkung von Diphtherietoxin in vivo ordnen sich diese Aminosäuren 
in die gleiche Reihe. Was das Tyrosin anbelangt, so wurde es in den 
Versuchen von Sbarsky und Muchamedow von den Erythrocyten gar 
nicht adsorbiert. Dagegen leistete es in unseren Versuchen mit Toxin 
vermischt die besten Erfolge. 0,1 und 0,05g Tyrosin machten das 
Toxin vollkommen atoxisch. Diese Sonderstellung des Tyrosins läßt 
sich durch seine Schwerlöslichkeit erklären. Sbarsky und Muchamedow 
strebten in ihren Versuchen danach, klare Lösungen anzuwenden. Die 
zur Verwendung gelangenden Mengen Tyrosins waren in diesen Ver- 
suchen minimal. Infolgedessen lagen wahrscheinlich die Schwankungen 
des Tyrosingehalts nach der Adsorption durch die roten Blutkörperchen 
in den Fehlergrenzen der Stickstoffbestimmung. 

Unsere Versuche beweisen also, daß die Anwesenheit gewisser 
Aminosäuren (Tyrosin, Glykokoll oder Alanin) die Wirksamkeit des 
Diphtherietoxins herabsetzt; durch Tyrosin kann sogar die toxische 
Wirkung vollständig aufgehoben werden. Versuche über eine ähnliche 


1) Die Toxinemulsion mit Tyrosin mußte vor der pg-Bestimmung 
abfiltriert werden. 
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Beeinflussung von lebenden Diphtheriebazillen durch Aminosäuren 
und über die Immunisierung von Tieren gegen Diphtherie mittels 
Aminosäuren sind im Gange. 
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Über die Ernährung von Pflanzen mit Aldehyden. 
Von 


Th. Sabalitschka. 


VI. Mitteilung: 


Polymerisation des Formaldehyds durch Elodea canadensis zu höheren 
Kohlehydraten. 


Von 
Th. Sabalitschka und H. Weidling. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 17. März 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wiederholt teilte der eine von uns (Th. Sabalitschka), zum Teil 
gemeinsam mit H. Riesenberg, Versuche mit!), bei welchen eine Er- 
höhung des Zucker- und Stärkegehalts von Pflanzen durch Form- 
aldehyd im Dunkeln gelungen war. Die Erhöhung des Zucker- und 
Stärkegehalts erwiesen wir durch die chemische Analyse, nicht schlossen 
wir auf eine solche Polymerisation des Formaldehyds zu höheren Kohle- 
hydraten aus einer einfachen Feststellung einer Trockengewichts- 
zunahme bei Gegenwart von Formaldehyd, wie G. Klein und O. Werner 
scheinbar irrtümlich annehmen?). Damals wiesen wir darauf hin, daß 
diese Beobachtung der Fähigkeit von Pflanzen, Formaldehyd zum 
Aufbau höherer Polymerisationsprodukte im Dunkeln zu benutzen, 
zwar im Einklang mit der Baeyerschen Assimilationshypothese stehe, daß 
sie aber nicht als ein direkter Beweis für die Richtigkeit der Hypothese 
gelten könne. Es erschien ja möglich, daß die Ausnutzung des Form- 
aldehyds auf einem Vermögen der Pflanzen beruht, sich in ihrer Er- 


1) Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharmaz. Ges. 82, 278, 1922; 
Zeitschr. f. angew. Chem. 85, 684, 1922: Pharm. Monatsh. 4, 169, 1923; 
diese Zeitschr. 148, 370, 1924; Th. Sabalitschka und H. Riesenberg, diese 
Zeitschr. 144, 545, 551; 145, 373, 1924. 

2) Diese Zeitschr. 168, 363, 1926. Anmerkung bei der Korrektur: 
Inzwischen teilte uns Herr Prof. Dr. Klein mit, daß er unsere Arbeiten 
nur durch ein ungenügendes Referat gekannt habe. 
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nährung den veränderten Bedingungen der Kohlenstoffassimilation 
anzupassen, daß also der Formaldehyd bei der normalen Kohlenstoff- 
assimilation nicht aufzutreten braucht. Wir haben in unserer zweiten 
Mitteilung die bis dahin vorliegenden Ernährungsversuche von Pflanzen 
mit Formaldehyd angegeben. Seither teilten E. und @. Nicolas!) weitere 
Untersuchungen mit, welche eine Verwendung von Hexamethylen- 
tetramin und Formaldehyd durch die Pflanzen erwiesen. 


Neuerdings hat die Baeyersche Formaldehydassimilationshypothese 
eine sehr wichtige, bisher noch ausstehende Stütze gefunden; es gelang 
nämlich @. Klein und O. Werner der Nachweis?), daß in der Tat Form- 
aldehyd bei der normalen Assimilation der Pflanzen entsteht. Diese 
Forscher bedienten sich des so oft bewährten, von Neuberg begründeten 
Abfangverfahrens, und zwar fingen sie den Formaldehyd mit Dimedon 
ab. Da alle eventuell möglichen Störungen durch besondere Unter- 
suchungen sorgfältig berücksichtigt sind, dürfte damit zum ersten Male 
das Vorkommen von Formaldehyd bei der normalen pflanzlichen 
Kohlenstoffassimilation sicher erwiesen sein. Allerdings ist es schon 
kurze Zeit vor den Versuchen von @. Klein und O. Werner K. Kurono 
gelungen, ebenfalls mit Dimedon bei der Assimilation der Grünalge 
Chlorella Formaldehyd aufzufinden, wie C. Neuberg und A. Gottschalk 
erwähnen 3). j 


Nachdem so der Nachweis erbracht ist, daß Formaldehyd bei der 
normalen pflanzlichen Kohlenstoffassimilation vorkommt, kann die 
Beobachtung einer Erhöhung des Zucker- und Stärkegehalts von 
Pflanzen im Dunkeln durch Formaldehyd noch mit mehr Recht als 
bisher durch eine Verwendung des Formaldehyds seitens der Pflanzen 
zur Synthese höherer Kohlehydrate erklärt werden. Die Beobachtung 
einer Erhöhung des Zucker- und Stärkegehalts durch Formaldehyd im 
Dunkeln und der Nachweis seines Vorkommens bei der normalen 
Assimilation dürften sich gegenseitig gut ergänzen. Man kann diese 
erfreuliche Ergänzung auch als eine weitere Bestätigung des soeben 
von AS Ivanow*) auf Grund von Versuchen verschiedener Forscher 
aufgestellten Satzes ansehen: ‚Die Pflanze verarbeitet bei ihrer künst- 
lichen Ernährung im Dunkeln nur solche Stoffe, die sich auch in ihrem 
natürlichen Zustande bilden, zu Stärke“. Räumt man diesem Satze 
von vornherein allgemeine Gültigkeit ein, dann wäre auch die von 
uns stets beobachtete Polymerisation des Formaldehyds zu Zucker 


1) C. r. 177, 1062; 180, 860; ref. im Chem. Centralbl. 1924, I, 678; 
1925, I, 2568. 

2) Diese Zeitschr. 168, 361, 1926. 

3) Ebendaselbst 151, 168, 1924. 

4) Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 44, 32, 1926. 
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und Stärke durch die Pflanze im Dunkeln ein direkter Beweis, daß 
Formaldehyd eine Vorstufe des normalen Stärkeaufbaues ist. 

Es seien im Anschluß an unsere vorausgehenden Mitteilungen 
einige der von uns in den letzten Jahren mit der Wasserpest, Elodea 
canadensis R. und M., ausgeführten Formaldehydernährungsversuche 
berichtet. Wir boten den Pflanzen sowohl im Hellen wie im Dunkeln 
eine Reihe von Tagen Formaldehyd in der Nährlösung, und zwar in 
verschiedenen Konzentrationen, wobei wir im Hellen jeden Zutritt von 
Kohlensäure ausschlossen. Um den normalen Stärkegehalt der Pflanzen 
vorher zu reduzieren, entzogen wir ihnen vor den Versuchen einige 
Tage das Licht. Stets konnten wir bei weiterer Unterbindung der 
normalen Assimilation durch Entzug der Kohlensäure oder des Lichtes 
durch Formaldehyd in geeigneten Konzentrationen eine deutliche 
Erhöhung des Stärkegehalts gegenüber den gleichen Bedingungen 
unterworfenen, aber nicht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen 
beobachten. Obwohl der Stärkegehalt des Versuchsmaterials an sich 
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Abb, 1. 


je nach dem Entwicklungszustand der Pflanzen und der Jahreszeit 
ziemlich verschieden war, trat stets die Vermehrung der Stärke ein. 
Befanden sich die an der normalen Kohlenstoffassimilation verhinderten 
Pflanzen im Hellen, so war durchweg ihr Stärkegehalt geringer als 
der Stärkegehalt der im Dunkeln sich befindenden Pflanzen; davon 
ganz unabhängig bestand die Vermehrung der Stärke bei Gegenwart 
von Formaldehyd sowohl im Hellen wie im Dunkeln. 

Bei günstigen Formaldehydkonzentrationen war nach dem Versuch 
der Stärkegehalt der mit Formaldehyd behandelten Pflanzen sogar 
höher als vor dem Versuch. Während z.B. bei einem Versuch die 
verwendeten Pflanzen nach dem mehrtägigen Lichtentzug vor der 
Behandlung mit Formaldehyd 19,2 Proz. Stärke in der Trockensubstanz 
enthielten, fanden wir nach 11 Tagen bei der Formaldehydkonzentration 
von 0,024 bis 0,032 Proz. im Hellen einen mittleren Gehalt von 19,85 Proz., 
im Dunkeln bei denselben Formaldehydkonzentrationen einen mittleren 
Gehalt von 21,55 Proz. Die Abhängigkeit des Stärkegehalts von der 
Konzentration des Formaldehyds ist in der Abb. 1 dargestellt. 
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Bei diesen mit acht verschiedenen Konzentrationen durchgeführten 
Versuchen stieg zuerst der Stärkegehalt mit der Konzentration, um 
dann wieder zu fallen. Das Optimum lag bei der Formaldehyd- 
konzentration von 0,024 Proz., und zwar sowohl bei den im Hellen 
wie bei den im Dunkeln sich befindenden Pflanzen. Die Pflanzen 
der stärkeren Konzentrationen ließen in beiden Fällen schon 
äußerlich eine Schädigung durch die zu hohen Formaldehyd- 
konzentrationen erkennen. 

Daher war noch eine Untersuchung der Einwirkung der ver- 
schiedenen Formaldehydkonzentrationen auf pflanzliche Fermente 
angezeigt; wir prüften das Verhalten der Formaldehydkonzentrationen 
gegenüber dem Ferment Katalase und gegenüber den die Assimilation 
und die Atmung durchführenden Fermenten, indem wir die Pflanzen 
mit den verschiedenen Formaldehydkonzentrationen behandelten und 
die in gleichen Zeiten entwickelten Gasvolumina ermittelten. In der 
Abb. 2 sind die Gasvolumina wieder- 
gegeben, welche in dem zweiten 
beobachteten Zeitraum erhalten 
| wurden ; die eine Kurve bezieht sich 
| auf die durch die Katalase zwischen 
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lösungen in die Wasserstoffsuper- 
oxydlösung erhaltenen Gasvolumina, die andere auf die zwischen 
24 und 48 Stunden nach Eintragen der Pflanzen in die Form- 
aldehydlösungen durch die Assimilation und Atmung entwickelten 
Gasvolumina. 

Formaldehyd verändert bis zu einer Konzentration von 0,024 Proz. 
die Gasvolumina in keiner Weise; bei stärkeren Konzentrationen tritt 
aber dann ein schneller Abfall der Gasentwicklung in beiden Fällen 
ein. Es wird also durch die über 0,024 Proz. liegenden Formaldehyd- 
konzentrationen die Tätigkeit der Fermente herabgesetzt oder unter- 
bunden, und damit werden auch die Lebensvorgänge in den Pflanzen 
unterbunden. Die mit dem weiteren Ansteigen der Formaldehyd- 
konzentration zunehmende Schädigung der Pflanzen ist schon an 
deren Aussehen deutlich zu erkennen. So wird auch der Aufbau der 
höheren Kohlenhydrate bei den über 0,024 Proz. liegenden Form- 
aldehydkonzentrationen immer geringer, zugleich wohl aber auch der 
Abbau, so daß trotz hoher, stark schädigender Konzentration der 
Stärkegehalt der Pflanzen bei Beendigung des Versuchs noch höher ist 
als bei den Pflanzen, welchen Formaldehyd nicht oder nur in sehr ge- 
ringen Mengen zur Verfügung stand und deren normale Assimilation 
gleichfalls durch die Versuchsbedingungen unterbunden war. 
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Schon früher haben Th. Sabalitschka und H. Riesenberg!) nach- 
gewiesen, daß die von ihnen in den Blättern von Landpflanzen beob- 
achtete Erhöhung des Zucker- und Stärkegehalts bei Gegenwart von 
Formaldehyd nicht durch noch vorhandenen Formaldehyd vorgetäuscht 
wurde. Dafür spricht auch das hier zu beobachtende Abfallen der ge- 
fundenen Stärkemengen bei den über das Optimum hinausgehenden 
Formaldehydkonzentrationen ; würde die aus dem Reduktionsvermögen 
nach der Hydrolyse gefundene Vermehrung des Stärkegehalts einfach 
durch von den Pflanzen irgendwie gebundenen Formaldehyd vor- 
getäuscht, so wäre ein dauerndes Ansteigen des gefundenen Stärke- 
gehalts mit der Konzentration des Formaldehyds zu erwarten. Der 
Abfall des Stärkegehalts bei den höheren Formaldehydkonzentrationen 
macht auch einen eventuellen Einwand hinfällig, daß der Formaldehyd 
nur stärkeerhaltend, d.h. ‚„konservierend‘‘ wirke; gegen einen solchen 
Einwand spricht auch die Tatsache, daß bei den günstigsten Kon- 
zentrationen sogar eine direkte Erhöhung des Stärkegehalts nach dem 
Versuch gegenüber dem Stärkegehalt der Pflanzen vor dem Versuch 
festzustellen war. 


Es ist noch zu bemerken, daß die für den jeweiligen Stärkegehalt 
im Hellen und Dunkeln gefundenen Kurven ziemlich gleichmäßig ver- 
laufen, und auch die beiden Optima bei derselben Konzentration liegen. 
Ein erheblicher Einfluß auf die Polymerisation des Formaldehyds zu 
höheren Kohlehydraten dürfte dem Lichte somit nicht zukommen. 
Allerdings ist der Stärkegehalt der sich im Licht befindenden Pflanzen 
fast immer geringer als der im Dunkeln sich befindenden, was wohl der 
größere Kohlehydratverbrauch der im Hellen sich befindenden Pflanzen 
bewirkt. 


Daß eine Konzentration von 0,024 Proz. Formaldehyd in der 
Nährlösung die Tätigkeit der pflanzlichen Fermente in keiner Weise 
hemmte, zeigt, daß Formaldehyd für die Pflanze nicht unbedingt giftig 
ist, wie mitunter Gegner der Baeyerschen Assimilationshypothese an- 
gaben. Th. Sabalitschka und H. Riesenberg?) fanden bei den Blättern 
der in einer Formaldehydatmosphäre sich befindenden Kapuzinerkresse 
im Saft eine Formaldehydkonzentration von weniger als 0,055 Proz., 
wobei sich bereits äußerlich eine Schädigung der Pflanze zu erkennen 
gab; die Formaldehydlösung, mit welcher die Formaldehydatmosphäre 
im Gleichgewicht stand, enthielt bei dem damaligen Versuch 2 Proz. 
Formaldehyd, sie war also mindestens 40mal so stark. Wir vermuteten 
damals, daß die Konzentration des Formaldehyds in dem Pflanzensaft 
sich nicht der Konzentration der im gleichen Raume im großen Über- 


1) Diese Zeitschr. 144, 551, 1924. 
3) Ebendaselbet 145, 375, 1924. 
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schuß vorhandenen Lösung anpassen kann, da der Formaldehyd von 
der Pflanze dauernd umgeformt oder sonst wie verändert wird, daß er 
sich dem Nachweis entzieht. Der damals für die Formaldehydkonzen- 
tration des Saftes der etwas geschädigten Kressenblätter gefundene 
Wert liegt der hier für die Nährlösung als optimal ermittelten Form- 
aldehydkonzentration ziemlich nahe, obgleich sowohl verschiedene 
Pflanzen und recht verschiedene Versuchsbedingungen vorliegen. Es 
hat den Anschein, als ob die Kressenblätter durch die Umformung des 
eindringenden Formaldehyds oder auch durch Verschluß der Eintritts- 
stellen imstande sind, die Konzentration des Formaldehyds im Safte 
wenigstens einige Zeit so niedrig zu halten, daß die Pflanze nicht zu 
stark geschädigt wird. 

Die Gärung durch Hefe wurde bei den Versuchen von Sabalitschka!) 
zwar schon durch eine etwas geringere Formaldehydkonzentration, 
nämlich 0,01 Proz., merklich gehemmt, andererseits war aber die 
Zymase gegen höhere Formaldehydkonzentrationen widerstands- 
fähiger als die hier geprüften Fermente der Wasserpest. Bei der 
mittleren Konzentration von 0,03 Proz. zeigte sie ebenso eine teilweise 
Hemmung wie sie hier zu beobachten war. 


Versuche. 


A. Im Hellen. 

Bei den Ernährungsversuchen im Hellen war darauf zu achten, 
daß 1. jeder Zutritt von Kohlensäure zu den Pflanzen verhindert war, 
damit also die normale Kohlensäureassimilation, 2. die Nährlösung 
Sauerstoff in hinreichender Menge enthielt, 3. die Nährlösung öfter 
erneuert werden konnte, ohne daß dabei Kohlensäure zu den Pflanzen 
kam. Zugleich war es erwünscht, gleichzeitig mehrere Pflanzenpartien 
zu dem Versuch zu verwenden, um bei verschiedener Konzentration 
des Formaldehyds sonst möglichst gleiche Bedingungen zu erreichen, 
ebenso bei den nicht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen. 


Die Forderungen 1 bis 3 ließen sich erfüllen unter Verwendung der 
schon von Th. Sabalitschka zu seinen Ernährungsversuchen mit Ameisen- 
säure benutzten Apparatur?) Im Halse A einer Woulfeschen Flasche 
befindet sich ein bis zum Boden der Flasche reichendes Rohr, welches 
während des Durchleitens von Luft als Zuleitungsrohr, während des Ab- 
treibens der alten Nährlösung als Ableitungsrohr dient. Hals B trägt einen 
Scheidetrichter, der zum Nachfüllen der Nährlösungen bestimmt ist. Im 
Hals C ist ein kurzes Rohr angebracht, welches während des hleitens 
von Luft als Ableitungsrohr dient, während des Abtreibens der alten Lösung 
als Zuleitungsrohr. Die Hälse sind mit Gummistopfen verschlossen. Das 
Luftzuleitungsrohr in A ist mit zwei Waschflaschen verbunden, die zur 


1) Diese Zeitschr. 148, 378, 1924. 
2) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 82, 283, 1922. 
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Entfernung der Kohlensäure aus der vom Gasometer kommenden Luft 
mit 30proz. Kalilauge gefüllt sind. Die beiden Leitungswege sind durch 
eine Querleitung verbunden; mit Hilfe der letzteren und durch Öffnen oder 
Schließen dazwischengeschalteter Klemmschrauben kann die Luft je nach 
Bedarf durch A oder C in die Flasche geführt werden. Durch Neben- 
einanderschalten vier derartig ausgerüsteter Flaschen kann mit vier 
Pflanzenpartien der Versuch gleichzeitig ausgeführt werden. Die vom 
Gasometer kommende Luft wird durch eine entsprechende Gabelung in 
die vier Wege geleitet, nachdem sie schon vorher eine mit starker Kalilauge 
gefüllte Waschflasche passiert hat. 

Es werden die zu den Versuchen verwendeten, vorher einige Zeit sich 
im Dunkeln befindenden Pflanzen in die Woulfeschen Flaschen gegeben, 
die Nährlösungen rasch zugegossen und die Flaschen durch die die Scheide- 
trichter oder Leitungsröhren tragenden Gummistopfen verschlossen. Dann 
wird aus dem Gasometer 2 bis 3 Stunden lang Luft durch die Lösungen 
geleitet, um sie damit wieder zu sättigen. Durch Klemmschrauben wird 
der Luftstrom so reguliert, daß die Luftblasen langsam die Waschflaschen 
durchziehen und die Kohlensäure sicher aus der Luft entfernt wird. Der 
Luftstrom tritt durch das Rohr in A in die Woulfeschen Flaschen ein und 
verläßt sie wieder durch das Rohr in C, um hierauf über eine weitere, mit 
Kalilauge gefüllte Waschflasche ins Freie zu gelangen. Nach Beendigung 
des Durchleitens werden die Klemmschrauben geschlossen und die Pflanzen 
in der verschlossenen Apparatur einen Tag sich selbst überlassen. Am 
nächsten Tage wird die Zuleitung zu A zwischen der Querverbindung 
nach der Leitung zu C und der Woulfeschen Flasche unterbrochen, und jetzt 
wird über die Querverbindung die Luft durch C in die Woulfesche Flasche 
gedrückt, wodurch wiederum die Nährlösung durch das Rohr A heraus- 
gedrückt wird. Während dieser Zeit muß die bei C angeschlossene Wasch- 
flasche verschlossen sein. Das Herausdrücken der alten Nährlösung ge- 
schieht so langsam, daß die Flüssigkeit tropfenweise an der unterbrochenen 
Stelle der Zuleitung A austritt. Nach der Entfernung der alten Nährlösung 
wird die Zuleitung zu A wieder hergestellt und die Querverbindung wieder 
gesperrt; zugleich wird die an C angeschlossene Waschflasche wieder ge- 
öffnet. Nun gießt man durch den Scheidetrichter neue Nährlösung in die 
Wouljesche Flasche, wobei die dadurch verdrängte Luft durch die Ab- 
leitung C die Apparatur verläßt. Nach Einfließen der Nährlösung schließt 
man den Hahn des Trichters sofort wieder und sättigt jetzt in gleicher 
Weise wie am Tage vorher die Nährlösung mit Luft. Ebenso wird an den 
folgenden Tagen den Pflanzen neue Nährlösung zugeführt. Die Wouljesche 
Flasche wird schon am ersten Tage mit der Nährlösung möglichst angefüllt, 
um nicht merkliche Mengen Kohlensäure von vornherein in der Apparatur 
zu haben. Die Nährlösungen bereiteten wir aus Wasser, aus dem durch 
Kochen die Kohlensäure ausgetrieben war; zu diesem Zwecke kochten wir 
l Liter Wasser in einem Kolben auf die Hälfte ein. In jede Wouljesche 
Flasche gaben wir 1 Liter Nährlösung, der stets mit 0,1 g Sachsschen Salzes 
versetzt war und Formaldehyd in verschiedenen Mengen enthielt. Es wurde 
festes Paraform!) auf 100 ccm kohlensäurefreies Wasser gelöst und von 
dieser Lösung, deren Formaldehydgehalt nach Romijn bestimmt war, 
mit der Pipette die für die Nährlösungen benötigte Menge diesen 


1) Vgl. F. Auerbach und H. Barschall, Arbeiten aus d. Kaiserl. Ge- 
sundheitsamte 22, 628, 1905; Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharm. 
Ges. 82, 289, 1922. 
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zugegeben. Sachssches Nährsalz besteht aus 1 Teil Kaliümnitrat, 0,5 Teilen 
Calciumsulfat, 0,4 Teilen Magnesiumsulfat, 0,5 Teilen Calciumphosphat 
und einer Spur Eisenchloridd. Das durch Kochen von Kohlensäure 
befreite Wasser und die daraus bereiteten Nährlösungen wurden in Gefäßen 
aufbewahrt, die mit Gummistopfen verschlossen waren, welchen wieder 
ein mit Natronkalk gefülltes Glasrohr eingefügt war. 

Bei Beendigung des Versuchs entnahmen wir die Pflanzen den Flaschen, 
befreiten sie durch kurzes Liegen auf Filtrierpapier von dem anhaftenden 
Wasser, stellten das Frischgewicht fest, brachten die Pflanzen dann sofort 
in den bereits auf 100° erhitzten Trockenschrank und trockneten dort. 
Hierauf wurden sie mit einer Schere zerschnitten, quantitativ in ein Wäge- 
gläschen gegeben und dort mit einem gläsernen Pistillchen zu einem Pulver 
zerrieben, um weiter bis zum konstanten Gewicht getrocknet zu werden. 
Das gewogene wasserfreie Pulver brachten wir vollkommen in einen 
Erlenmeyerkolben, versetzten es dort mit 70ccm Wasser und 5,5ccm 
25proz. Salzsäure und kochten das Gemisch unter häufigem Umschütteln 
unter dem Rückflußkühler 3 Stunden, wobei die Stärke in Dextrose über- 
ging. Da Elodea nur sehr wenig Zucker enthält, wurde dieser gemeinsam 
mit der Stärke bestimmt. Zu diesem Zwecke saugten wir die heiße Flüssig- 
keit von dem Pulver ab, wuschen mit je 10 ccm heißem Wasser zweimal 
nach und ergänzten Filtrat und Waschwasser im Maßkolben auf 100 ccm. 
Hiervon entnahmen wir 25 ccm zur Untersuchung, die wir durch tropfen- 
weisen Zusatz von l5proz. Kalilauge neutralisierten und auf ihren Gehalt 
an Dextrose nach Meissl- Allihn prüften. Das Kupferoxyd wogen wir nicht 
direkt im Röhrchen, sondern lösten den erhaltenen Niederschlag nach 
genügendem Auswaschen nochmals in wenig heißer 25proz. Salpetersäure, 
fällten aus der verdünnten Lösung mit Lauge und wogen als Kupferoxyd. 
Daraus wurde der Stärkegehalt berechnet. 


1. Versuch. Die aus der Havel bei Moorlake in der Nähe von Potsdam 
stammenden Pflanzen wurden nach gründlicher Säuberung in den Dunkel- 
raum gebracht; sie befanden sich in einer Anschüttelung von 0,1g Sachs- 
schem Nährsalz auf l Liter destilliertes Wasser. Zeit Juni 1922. 

Nachdem durch dreitägigen Lichtentzug der Stärkegehalt der Pflanzen 
unter den normalen gesunken war, teilten wir die Pflanzen in drei gleiche 
Teile. In Teil I wurde der Gehalt an Stärke sofort ermittelt, Teil II und III 
brachten wir in die Apparatur und boten dort Teil II Formaldehyd, Teil III 
nicht, wobei sich beide Pflanzen im Licht unter Ausschluß von Kohlensäure 
befanden. Längere Einwirkung direkten Sonnenlichts war vermieden, 
wohl war der Versuchsraum an sich ziemlich hell; er lag gegen Osten. Bei 
Teil II enthielt der jeweils zugesetzte Liter Nährlösung 0,009 g Formaldehyd. 

Vom 12. bis 22. Juni befanden sich die Teile II und III in der Apparatur, 
wobei täglich die Nährlösungen erneuert wurden; die Temperatur des 
Versuchsraumes betrug 15 bis 18%. Nach diesen 10 Tagen ermittelten wir 
den Stärkegehalt der beiden Teile. 





|, Teil I Teil II | Teil Ifl 


Pflanzen vor Pflanzen nach dem Versuch 
dem V h u 
| er mit Formaldchyd | ohne Formaldehyd 














Aussehen . ...... ziemlich gut | ziemlich gut schlecht 
Stärkegehalt von 100g 
Trockensubstanz . . . 11,3% | 73g 5,2g 
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2. Versuch. Bei diesem Versuch wurde der Formaldehyd in verschiedenen 
Konzentrationen den Pflanzen geboten; ferner fand zur gleichen Zeit 
Versuch 6 mit demselben Pflanzenmaterial und den gleichen Konzen- 
trationen im Dunkeln statt. Die Pflanzen stammten aus dem Teich am 
Lauenburger Platz in Berlin-Steglitz. Nach sorgfältiger Reinigung wurden 
die Pflanzen 4 Tage in den Dunkelraum gestellt. Zeit Juni 1923. 

Nach viertägigem Lichtentzug teilten wir das Pflanzenmaterial in 
neun gleiche Teile. Teil I wurde sofort untersucht, während die übrigen 
acht Teile in Woulfesche Flaschen gegeben wurden, die zu je vier zur vorher 
beschriebenen Apparatur zusammengeschlossen waren. Die den Pflanzen 
gebotenen Nährlösungen enthielten im Liter 


bei Teil UI ....... 0,00 g Formaldehyd 
zur a SEE: a e dër. ne AN 0,04 g r 
a. Be IV 5 A re 0,08 g 5 
SE i A E E 0,16 g 55 
ar i VE 22:5 A e ën d 0,24 g ei 
a a WEL: ae ae are 0,32 g 5 
a a VUL aiaa ea 0,64 g Ge 
ee, ai IR: 23, 20 2.0. 1,28 g já 


Die Lösungen wurden alle 2 Tage erneuert; der Versuch dauerte vom 
26. Juni bis 6. Juli, also 11 Tage; die Temperatur betrug 18 bis 22°; 
im übrigen entsprach die Versuchsanordnung der von Versuch 1. 

Bei Beendigung des Versuchs zeigten die Pflanzen deutliche Unter- 
schiede. Im besten Zustande befanden sich die Pflanzen der schwächeren 
Formaldehydkonzentrationen (Teil III bis V), während von Teil VII an 
bereits eine schädliche Einwirkung des Formaldehyds beobachtet werden 
konnte; hier waren die Pflanzen weich und schlapp, ihre Farbe war heller 
als die der übrigen Teile; die nicht mit Formaldehyd behandelten Pflanzen 
von Teil II waren weniger frisch als die Teile III bis V, hatten sich aber 
besser gehalten als die Pflanzen der hohen Formaldehydkonzentrationen 




















De EEN Stärk ebalt i 
Aia Ken von > g rocken; 
g 
Pflanzen vor vor Jdem. Vete Versuch gut | 19,2 
Pflanzen nach dem Versuch: | 

mit 0,00 g Formaldehyd etwas geschädigt 12,5 

„ 004g | gut 12,8 

n Oe , | gut 17,8 

»„ 0,16g gut 18,3 

»„ 024g i | ziemlich gut 19.9 

e 0,32g s | geschädigt (schlapp) 19,8 

„ 064g S | geschädigt (schlapp) 19,3 

» 128g s sehr geschädigt (sehr schlapp) 17,9 





B. Im Dunkeln. 


Da hier ein Abschluß der Kohlensäure nicht notwendig war, konnten 
die Pflanzen in offene Bechergläser von 1 Liter Inhalt gegeben werden. 
Die Nährlösungen gossen wir einfach vorsichtig ab und gaben dann 
die neuen Nährlösungen in die Gefäße. Auch auf das vorherige Aus- 
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kochen des Wassers konnten wir hier verzichten. Im übrigen verfuhren 


wir bei der Bereitung der Nährlösungen wie bei den Versuchen im 
Hellen. 


3. Versuch. Das Pflanzenmaterial erhielten wir durch gütige Vermittlung 
des Herrn Prof. Dr. Graebner aus dem Botanischen Garten Berlin, da zur 
Zeit der Ausführung des Versuchs (Mai 1922) im Freien geeignetes Material 
nicht zu beschaffen war. 

Nachdem durch dreitägigen Lichtentzug der Stärkegehalt herabgesetzt 
war, teilten wir das Pflanzenmaterial in drei Teile. Teil I wurde sofort 
untersucht, Teil II und III wurde vom 2. bis 13. Mai weiter im Dunkeln 
belassen, wobei bei Teil II zu den Nährlösungen 0,009 g Formaldehyd 
gegeben wurde. Die Nährlösungen erneuerten wir täglich. Die Temperatur 
des Versuchsraumes betrug 14 bis 16°. 





Teil 1 Teil DU | Teil II 











ja Pflanzen vor Pflanzen nach dem Versuch 

dem Versuch —— 
SS l | mit Formaldehyd | ohne Formaldekiyd 
Aussehen rar Wert gut gut -schlechter 
Stärkegehalt von 100g 

Trockensubstanz . . . 72g 6,8g 5,3g 





4. Versuch. Dieser Versuch wurde gleichzeitig mit dem ersten Versuch 
und mit demselben Pflanzenmaterial ausgeführt; im Gegensatz zu jenem 
befanden sich hier die Pflanzen im Dunkeln und enthielt hier die täglich 
erneuerte Nährlösung im Liter 0,018g Formaldehyd, also die doppelte 
Menge wie beim ersten Versuch. 





Teil I Teil I | Teil II 


Pflanzen nach dem Versuch 


Pflanzen vor 
dem Versuch 


| mit Formaldehyd | ! ohne Formaldehyd 














Stärkegehalt von 100g TI I 
Trockensubstanz . . . | 113g 10,7 g 76g 

ö. Versuch. Das Pflanzenmaterial stammte aus der Havel bei Moorlake 
in der Nähe von Potsdam. Zeit Juli 1922. 

Nachdem durch dreitägiges Entziehen des Lichtes der Stārkegehalt 
herabgesetzt war, teilten wir das Pflanzenmaterial in drei gleiche Teile; 
Teil I untersuchten wir sofort, Teil II und III ließen wir weiter vom 17. bis 
26. Juli im Dunkeln stehen, wobei die Teil II gebotene, täglich erneuerte 
Nährlösung 0,027 g Formaldehyd im Liter enthielt. Die Temperatur des 
Versuchsraumes betrug 20 bis 25°. 
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Aussehen .. SC e H` gut gut | schlechter 
Stärkegehalt von 100g | 
Trockensubstanz . . . | 102g 10,2 g | 8,3g 
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6. Versuch. Dieser Versuch wurde gleichzeitig mit dem zweiten Versuch 
ausgeführt; die Pflanzen befanden sich aber hier im Dunkeln, die Temperatur 
des Versuchsraumes betrug 20 bis 24°. Sonst waren die Versuchsbedingungen 
dieselben wie beim zweiten Versuch; auch dasselbe Pflanzenmaterial diente 
zu den Versuchen. Wie beim zweiten Versuch teilten wir auch hier das 
Pflanzenmaterial in neun gleiche Teile. 





Stärkegehalt 


Zn = 
l 
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Aussehen ENS EE 
| 8 
Pflanzen vor dem Versuch | gut 19,2 
Pflanzen nach dem Versuch: | 
mit 0,00 g Formaldehyd | weniger gut 15,7 
„ 004g S gut | 16,7 
„ 0,08g “4 gut 18,4 
‚ ës 5 gut 203 
” 04g 4 ziemlich gut | 219 
„ 032g S | geschädigt (schlapp) | 21,2 
„ 064g x ' sehr geschädigt (sehr schlapp) 19,3 
„ 128g j | sehr geschädigt (sehr schlapp) | 17,5 


Daß die Dunkelpflanzen durchweg mehr Stärke als die im Hellen 
sich befindenden Pflanzen enthalten, läßt sich wohl durch einen größeren 
Verbrauch der letzteren an Nährstoffen erklären. 


C. Wirkung des Formaldehyds auf pflanzliche Fermente. 


Es wurde die Wirkung der verschiedenen Formaldehydkonzen- 
trationen auf das Ferment Katalase und die durch Assimilation und 
Atmung verursachte Gasentwicklung, also auf die diese Lebensvorgänge 
durchführenden Fermente studiert. Die Versuche wurden gemäß der 
bei Assimilationsversuchen angewandten Trichtermethode ausgeführt. 


7. Versuch. Gleiche Teile der Pflanzen gaben wir mehrere Tage in 
acht Gefäße, welche je 0,1g Sachssches Nährsalz, 1 Liter Wasser und 
0,00, 004, 0,08, 0,16, 0,24, 0,32, 0,64, 1,28g Formaldehyd enthielten. 
Hierauf brachten wir die Pflanzen in Mischungen von 1 Liter Brunnenwasser 
mit 10 ccm 3proz. Wasserstoffsuperoxydlösung, fingen die von ihnen dort 
entwickelten Gasmengen auf und maßen sie nach Ablauf bestimmter Zeiten. 
Nach 3 Stunden waren bei Teil I bis V ungefähr gleiche Gasmengen ent- 
wickelt, bei Teil VI die Hälfte und bei Teil VII und VIII ungefähr ein Viertel. 
Innerhalb der nächsten 3 Stunden war die Gasentwicklung bei Teil I bis V 
gleich und ebenso wie in den ersten 3 Stunden, bei Teil VI betrug sie wieder 
die Hälfte der Teile I bis V, sehr gering war sie bei Teil VII, während bei 
Teil VIII eine Gasentwicklung überhaupt nicht mehr zu beobachten war. 
Ähnlich verhielten sich die dann während der nächsten 18 Stunden ent- 
wickelten Gasvolumina. 


Verhältnis der entwickelten Gasvolumina: 
g Formaldehyd im Liter . . . 0,00 0,04 0,08 0,16 0,24 0,32 0,64 1,28 
D den ersten 3 Stunden ... 1:1:1:1:1:%: 4:4 
in den nächsten 3 Stunden .. 1:1:1:1:1:1%:1%:0 
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8. Versuch. Acht gleiche Pflanzenteile gaben wir in Anschüttelungen 
von je 0,1g Sachsschem Nährsalz mit je 1 Liter Wasser; die Nährlösungen 
waren mit ansteigenden Formaldehydmengen wie beim siebenten Versuch 
versetzt. Da wir den Versuch im November ausführten, stellten wir die 
Gefäße in einem geheizten Raume bei 15 bis 18° auf, und zwar an einem 
gegen Süden gehenden Fenster, so daß die Mittagssonne ausgenützt werden 
konnte. Der Versuch wurde um 12 Uhr mittags begonnen und die Ablesung 
der entwickelten Gasvolumina an den folgenden Tagen zur gleichen Zeit 
vorgenommen. Die erhaltenen Gasvolumina waren hier wesentlich geringer 
als bei dem vorhergehenden Versuch. Bei der ersten Messung des ent- 
wickelten Gases erhielten wir bei Teil I bis V ungefähr gleiche Gasvolumina, 
bei Teil VI nur den halben Betrag, bei Teil VII war die Gasentwicklung 
weit geringer und bei Teil VIII, den in der stärksten Formaldehydlösung 
sich befindenden Pflanzen, hatte überhaupt keine merkliche Gasentwicklung 
stattgefunden. Während der nächsten 24 Stunden war die Gasmenge bei 
den Pflanzenteilen I bis V dieselbe, bei Teil VI nur noch gering, bei den 
Teilen VII und VIII unterblieb sie ganz; die Pflanzen hatten sich hier 
heller gefärbt. Nach weiteren 24 Stunden hatten die Teile I bis V wieder 
ebensoviel und unter sich gleichviel Gas entwickelt, während bei den sich 
in den höheren Formaldehydkonzentrationen befindenden Pflanzen keine 
Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Teil VII und VIII waren noch 
mehr gebleicht. 


Verhältnis der entwickelten Gasvolumina. 


g Formaldehyd im Liter . . . 0,00 0,04 0,08 0,16 0,24 0,32 0,64 1,28 
in den ersten 24 Stunden... 1:1:1:1:1 :!,::%:0 
in den weiteren 24 Stunden. . 1:1:1:1:1:19:0:0 


Es erwies sich hier Elodea canadensis widerstandsfähiger gegen 
Formaldehyd, als nach den Angaben von O. Treboux!) zu erwarten war, 
der eine Giftwirkung schon bei 0,0lproz. Formaldehydlösung beob- 
achtete. 


Zusammenfassung. 


1. Wie schon in früheren Versuchen ist gezeigt, daß die Pflanze, 
hier die Wasserpest, Elodea canadensis R. und M., künstlich zugeführten 
Formaldehyd im Hellen und Dunkeln zu höheren Kohlehydraten 
polymerisiert. 

2. Ein fördernder Einfluß des Lichtes auf die Polymerisation war 
nicht zu beobachten. 

3. Die optimale Formaldehydkonzentration der Nährlösung betrug 
unter den Versuchsbedingungen 0,024 Proz., bei dieser Konzentration 
war sowohl im Hellen wie im Dunkeln der Stärkegehalt am höchsten; 
er war bei den günstigsten Konzentrationen auch höher als vor dem 
Versuch, was die Annahme einer Umwandlung des zugeführten Form- 
aldehyds zu Stärke rechtfertigt. Die Konzentration von 0,024 Proz. 
schädigte die pflanzlichen Fermente noch nicht. 


1) Flora 92, 49, 1903. 
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4. Durch höhere Formaldehydkonzentrationen finden Schädi- 
gungen der pflanzlichen Fermente statt und damit geht eine Hemmung 
oder Unterbindung der Umwandlung des Formaldehyds zu Stärke 
einher. 

5. Ist es eine allgemeine Tatsache, daß die Pflanzen bei künstlicher 
Ernährung im Dunkeln nur solche Stoffe, die sich auch in ihrem natür- 
lichen Zustande. bilden, zu Stärke verarbeiten — wie Versuche ver- 
schiedener Forscher ergaben —, dann beweist die von uns beobachtete 
Verwertung des Formaldehyds im Dunkeln zum Aufbau von Stärke, 
daß Formaldehyd auch unter normalen Verhältnissen eine Vorstufe 
der Stärke ist; dies steht in Übereinstimmung mit den Versuchsergeb- 
nissen von @. Klein und O. Werner. 


Bemerkung zur Arbeit von Richard Schnücke 
„Der Phosphorstoffwechsel einiger Pilze, mit besonderer 
Berücksichtigung von Aspergillus niger‘'). 


Von 
W. Vorbrodt (Krakau). 


(Agrikulturchemisches Institut der Universität.) 
(Eingegangen am 18. März 1926.) 


In der genannten Arbeit sagt der Verfasser (S. 373): ‚„„Gänzlich un- 
bekannt dagegen sind die Wechselbeziehungen zwischen Phosphorsäure- 
aufnahme und -verarbeitung und denen der übrigen lebenswichtigen Elemente 
im Laufe der Entwicklung unter Berücksichtigung der Variation äußerer 
Kulturbedingungen‘“ und einige Zeilen darunter: ‚liegen für die Mikro, ` 
organismen noch keinerlei diesbezügliche Beobachtungen vor“. 

Ich möchte dazu bemerken, daß ich mich schon vor dem Kriege mit 
der Frage des Stickstoff- und Phosphorstoffwechsels im Mycel von Asper- 
gillus niger beschäftigte, aber die erhaltenen Resultate infolge der Kriegs- 
verhältnisse erst im „Bulletin de l’Académie Polonaise des Sciences et 
des Lettres, Classe des sciences mathém. et natur.‘‘, Serie B, 1919, S.71 bis 
109, veröffentlicht habe. ` 

Ich züchtete den Pilz in. Lösungen von verschiedenem P,O,-Gebalt 
und bestimmte den Gehalt des Mycels an einzelnen P,O,-Verbindungen. 
Ich konnte mich dabei überzeugen, daß nicht die gesamte vom Pilz auf- 
genommene P,O,-Menge von demselben in organische Form übergeführt 
wird, sondern daß ein großer Teil davon in Mineralform im Pilze bestehen 
bleibt (bis 1,8 Proz. der Trockensubstanz), und daß, sogar wenn der Pilz 
an P,O,-Mangel leidet, der Gehalt an Mineral-P,O, denjenigen an organi- 
schen Phosphorverbindungen stark übertrifft. Es scheint dafür zu sprechen, 
daß die Mineral-P,O, eine wichtige Rolle im Mycel zu spielen hat. Die 
vom Pilz aufgenommene Phosphorsäure wird zu organischen Verbindungen 
verarbeitet, und zwar finden wir im Mycel sowohl die in 1proz. Essigsäure 
löslichen P,O,-Verbindungen, deren Menge jedoch sehr stark schwankt, wie 
die unlöslichen Verbindungen, deren Quantität von allen P,O,-Verbindungen 
im Mycel die kleinsten Variationen aufweist. Weiter konnte ich mich über- 
zeugen, daß die Aufnahme und die Verarbeitung von Stickstoffverbindungen 
sehr stark von dem P,O,-Gehalt der Nährlösung abhängt. 


1) Diese Zeitschr. 158, 372, 1924. 
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IV. Mitteilung'): 
Spinner und Schwärmer. 


Von 
Józef Heller. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universität Lwów.) 


(Eingegangen am 18. März 1926.) 


I. 


Die meisten biochemischen Untersuchungen über die Metamorphose 
der Insekten wurden am Seidenspinner ausgeführt. 


Vor allem sind es die Arbeiten von O. Kellner?), welche noch heute 
als Grundlage unserer Kenntnisse über den Stoffumsatz bei den Schmetter- 
lingen gelten dürfen, die kalorimetrischen Bestimmungen von K. Farkas?) 
und die Analysen von R. Inouye*),. Außerdem haben italienische und 
französische Forscher wichtige Beiträge zum Chemismus der Metamorphose 
beim Seidenwurm geliefert, so daß dieser Spinner in der vergleichenden 
Physiologie des Stoffwechsels oft als Typus für Schmetterlinge oder sogar 
für Insekten überhaupt angeführt wird. Es war von Interesse, festzustellen, 
wieweit die am Seidenspinner gewonnenen Resultate für andere Schmetter- 
linge gelten, und es wurde ein anderes klassisches Versuchstier unter den 


1) I. Mitteilung: Pflügers Arch. 210, 736, 1925; II. Mitteilung: diese 
Zeitschr. 165, 411, 1925; III. Mitteilung: ebendaselbst 169, 208. 1926; 
vgl. auch C. r. Soc. de Biol. 92, 1086, 1925; #8, 1632, 1925. 

In der IH. Mitteilung, Abb. 5 auf S. 227 soll bei der Bezeichnung der 
Abszissen statt ‚Stunden‘: stehen „x 10 Stunden“. 

S. 232, Zeile 5 von unten statt Prorsa soll sein Porima. 

S. 232, Fußnote 2, statt harvaque soll sein larvaque. 

In der zweiten Mitteilung (Bd. 165, S. 414, 1925), Zeile 3 u. 1 von unten, 


statt soll stehen 
S, — S, Tac Ti S, = S, Ta Tı 
T,—T s T,—T 
K = Bu 22? 1 e, eng, kas 
1 T,= T, D II T,— T; D 


2) Landwirtsch. Versuchs-Stationen 80, 59, 1884; 88, 381, 1887. 
3) Pflügers Arch. 98, 547, 1903. 
*) Journ. of the College of Agriculture Tokyo 6, 67, 1912. 
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Schmetterlingen, der Wolfsmilchschwärmer!) (Deslephila euphorbiae), zum 
Vergleich herangezogen. 

Dieser Schmetterling spinnt bei der Verpuppung nur im ganz un- 
bedeutenden Maße, wodurch er sich — mit anderen verwandten Arten — 
von den Spinnern unterscheidet. Der Vorgang des Spinnens kann aber 
für den Stoffwechsel nicht gleichgültig sein, wenn man bedenkt, daß aus 
100g Stickstoff reifer Raupen bloß 42g (nach Kellner) oder sogar nur 
37,48 (nach Inouye) in die Puppe übergehen, dagegen 53,5 bzw. 61g 
zur Bildung des Kokons verwendet werden. Ein derartiger Verlust an 
stickstoffhaltigen Substanzen muß aber einen Einfluß auf den übrigen 
Stoffumsatz haben. , 


Es kommen hier mehrere Methoden in Betracht, den Stoffwechsel 
zu bestimmen: 

1. Direkte Kalorimetrie, welche meines Wissens bei den Insekten 
noch keine Anwendung fand. 

2. Brennwertbestimmungen der Körpersubstanz und der aus- 
geschiedenen Stoffe in bestimmten Zeitpunkten. Außer der oben 
angeführten Untersuchungen von Farkas wird diese Methode von 
Tangl?) zur Bestimmung des Energieverbrauchs bei der Fliege Ophyra 
cadaverina verwendet. 

3. Berechnung auf Grund des Sauerstoffverbrauchs oder der 
Kohlensäurebildung?). 

4. Berechnung des Brennwertes auf Grund chemischer Analyse 
unter Anwendung der bekannten Brennwerte einzelner Bestandteile. 
Solche Rechnungen hat u.a. Slowtzoff*) in seinen „Beiträgen zur ver- 
gleichenden Physiologie des Hungerstoffwechsels‘“ ausgeführt. 


In der vorliegenden Arbeit wird die Zusammensetzung, d.h. Fett, 
Eiweiß, Chitin und Asche von Deiephia als reife Raupe, frische Puppe 


1) Von zahlreichen an diesem Schwärmer ausgeführten Untersuchungen 
wären zu nennen die physikalischen Messungen von Bachmetjew (Zeitschr. 
f. wiss. Zool. 71, 550, 1902), die Oxydaseforschung (O. Fürth-Schneider, 
Hofmeisters Beitr. 1, 229, 1902; Batelli und Stern, diese Zeitschr. 56, 59, 
1913), die geschlechtliche Differenzierung der Hämolymphe (O. Steche, Verh. 
d. deutsch. zool. Ges. 22, 1912; K. Geyer, Zeitschr. f. wiss. Zool. 105, 349, 
1913), schließlich Abderhaldens Versuche mit Verfütterung endokriner 
Drüsen (Pflügers Arch. 176, 241, 1919) und, daran anknüpfend, einige 
chemische Untersuchungen (Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 93, 1922). 

2) Pflügers Arch. 180, 1, 1909. 

3) In der ersten und dritten Mitteilung wurde bedauerlicherweise 
unterlassen, unter den Arbeiten, welche den Gaswechsel der Insekten- 
metamorphose untersucht haben (Weinland, Tangl, Krogh), die Arbeit von 
J. Sosnowski zu nennen (Anz. d. Akad. d. Wissensch. in Krakau, Math.- 
naturw. Klasse, Jahrg. 1902, S. 569), der als erster die Kohlensäurebildung 
der Puppen an Musca vomitoria untersucht hat und einen ähnlichen 
Verlauf der Stoffwechselintensität fand, wie die vorhergenannten späteren 
Arbeiten. 

4) Hofmeisters Beitr. 4, 23, 1904; 6, 163 u. 170, 1908. 
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und frisch ausgeschlüpfter Schmetterling bestimmt. Für Bombyx mont 
wurden die Kellnerschen Werte angenommen, unter teilweiser Um- 
rechnung der prozentualen Zahlen auf absolute Werte. Die Zuver- 
lässigkeit der Resultate wird dadurch erhöht, daß der ganze Energie- 
verbrauch nach einer anderen Methode bestimmt worden ist: Für 
Deilephila auf Grund der Respirationsversuche, für Bombyx auf Grund 
der von Farkas ermittelten Verbrennungswärmen der Trockensubstanz 
in verschiedenen Perioden. Die Übereinstimmung ist in beiden Fällen 
recht gut. 


I. 


Es wurden bei Deilephila ermittelt: 

1. Das Gewicht. 

2. Der Gehalt an Trockensubstanz, bestimmt durch Trocknen in 
einem Luftbade bei 105° bis zur Gewichtskonstanz. 

3. Der Fettgehalt nach der Methode von Kumagawa-Sutio. Es wurden 
je 2g gepulverter Trockensubstanz verseift. Der zur Gewichtskonstanz 
bei 55° getrocknete Petrolätherextrakt stellt die im Fette enthaltenen 
Fettsäuren + Unverseifbares dar. Der Gehalt am Unverseifbaren [Sterine, 
Kohlenwasserstoffe?!)] ist in allen Stadien annähernd gleich und beträgt 
gegen 6 Proz. Das Molekulargewicht der Fettsäuren wurde durch Titration 
gewogener Mengen (zu etwa 0,2 g) ermittelt. Fünf Bestimmungen ergaben: 
294, 298, 298, 305 und 305, durchschnittlich 300. Die durchschnittliche 
Anzahl Kohlenstoffatome im Säuremolekül ist daher 19. Das Gewicht 
des Triglycerids ist 938 und sein Verhältnis zum Gewicht freier Säuren 
ist 938: 900 = 1,04, und mit diesem Faktor sind die Extraktgewichte 
zu multiplizieren. 

4. Der Stickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl in ganzen Individuen 
oder in 150 bis 300 mg gepulverter Trockensubstanz bestimmt. 

5. Wird vom Gesamtstickstoff der Chitinstickstoff abgezogen und 
der Rest mit 6,25 multipliziert, so erhält man das ‚„‚Rohprotein‘“ im von 
Kellner gebrauchten Sinne. 

6. Chitin wurde für das Raupen- und Puppenstadium in den Exuvien 
bestimmt. Dieselben wurden einigemal abwechselnd mit heißer verdünnter 
Lauge, Säure und Wasser gewaschen, schließlich mit Alkohol und Äther 
bespült und zur Gewichtskonstanz bei 105° getrocknet. Bei den Schetter. 
lingen wurden 0,7g Trockensubstanz im Zentrifugenröhrchen zuerst mit 
20 Proz. Natronlauge im Wasserbade von 100° behandelt und dann mittels 
Zentrifugierens und Absaugens mit warmem Wasser gewaschen, dann weiter 
wie die Exuvien behandelt. 

7. Asche wurde durch Glühen gewogener Mengen Trockensubstanz 
(800 bis 1200 mg) im Porzellantiegel bis zur Gewichtskonstanz erhalten. 

8. „Stickstofffreie Extraktstoffe‘‘ (nach Kellner) ergeben sich als ein 
Restwert, indem von der gesamten Trockensubstanz die Summe von Fett, 
Rohprotein, Chitin und Asche abgezogen wird. Ihre Menge dürfte mit 
den Kohlehydraten ungefähr übereinstimmen, um so genauer, je genauer 
das „Bohprotein“ der wirklichen Menge der stickstoffhaltigen Substanzen 
entspricht. So wird z. B. bei wachsendem Gehalt an Harnsäure der Gehalt 


— 


1) A. Menozzi und A. Moreschi, zitiert nach Chem. Centralbl. 1908, 
I, 1377; 1910, I, 872. 
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an ‚stickstofffreien Extraktstoffen‘‘ in immer erheblicherem Grade zu 
niedrig ausfallen. Das Umgekehrte wäre der Fall, wenn unter den Stick- 
stoffsubstanzen außer Chitin andere Körper mit kleinerem Stickstoffgehalt 
als Eiweiß vorhanden wären. 


IH. 
Zusammensetzung einer reifen Raupe. 

Das Gewicht einer Raupe wächst bis zu dem Zeitpunkt, wenn sie 
zu fressen aufhört. Dann fällt es sehr steil ab; an diesem Gewichtsverlust 
kommt den Darmentleerungen eine nicht unbeträchtliche Rolle zu. Bei 
Deilephila wiegt ein Kotballen gegen 0,1g, was gegen 2 Proz. des Eigen- 
gewichtes der Raupe ausmacht. Wie schnell die Gewichtsabnahme erfolgt, 
beweisen folgende Zahlen: 

l. Eine Raupe (Nr. 320) wog am 10. August 5,770g, am 11. August 
5,982 g, am 12. August 4,960 g, verpuppt am 17. August 3,307 g. 2. Eine 
andere Raupe (A 2) wiegt am 29. August um 21h 6,550g, am 30. August 
um 17h 6,050 g. 

Unter solchen Umständen ist es schwer, bei der Wägung gerade den 
Maxirmalwert zu treffen. Vielmehr werden die höchsten beobachteten 
Gewichte nur selten am Scheitel der Gewichtskurve liegen. Da die Trocken- 
substanz nicht in demselben Maße abnimmt wie das Lebendgewicht, so 
ist zu erwarten, daß die Trockensubstanzbestimmungen zwei Reihen von 
Werten ergeben, je nachdem die untersuchte Raupe das Gewichtsmaximum 
noch nicht erreicht oder bereits überschritten hat. Dies trifft auch zu. 


Tabelle I. 


speisen | Atıngevice| ZE 








Nr. | gewicht der Puppe |P ee 
g g Proz. 
(Aë "au 158 
34,054 2.523 161 
4 4.472 2494 179 
5 4284 2.620 163 
6 365l 2.820 130 
1.432 3.176 137 
13 3384 . 200 162 
15 4325 | 2803 154 
3 1 3747 2360 159 
42 4.309 3.010 144 
46 | 405l 3.114 130 
47 4.865 3.495 139 
100 4.643 2.442 189,5 
101 4,506 2'320 194 
103 ` 4,793 3.272 147 
104 3,332 2412 : 138 
106 3,077 | 2,423 127 
107 | 3972 2.602 154 
108 3.544 2.615 135,5 
110 3.148 2.341 134,5 
139 3734 | 2277 164 
314 ` 6.280 3.507 179 
320 5.982 3.307 182 


| Durchschnitt: | 154,8 
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Es wurde das Maximalgewicht — so gut es sich treffen ließ — bestimmt 
und mit dem Anfangsgewicht der erhaltenen Puppen verglichen. Die 
Tabelle I zeigt diese Werte, die in der letzten Kolonne in Prozenten des 
Puppenanfangsgewichts ausgedrückt sind. 


Als Durchschnittswert ergibt sich mit ziemlich gleichmäßiger Ver- 
teilung zwischen 140 bis 170 Proz. der Wert von 154,8 Proz., aber nach 
dem oben Gesagten werden wir den wirklichen Scheitelpunkt der Gewichts- 
kurve viel höher suchen, wahrscheinlich nahe des beobachteten Höchst- 
wertes von 194 Proz., jedenfalls über 175 Proz. In den weiteren Aus- 
führungen wird aber mit dem Durchschnittswert 154,8 Proz. gerechnet, 
weil auch die zu weiteren Analysen verwandten Raupen um diesen Wert 
schwanken dürften. 


Da die Bestimmungen beim Seidenspinner an mehreren Hundert 
Individuen ausgeführt wurden, ist anzunehmen, daß die erhaltenen Werte 
einen ähnlichen Durchschnittswert darstellen. Kellner findet das Gewichts- 
verhältnis Raupe : Puppe (ohne Kokon) zu 1: 0,465, also die Raupe wiegt 
216 Proz. vom Puppenanfangsgewicht. 

Der Trockensubstanzgehalt ist in Tabelle II dargestellt. Dem oben 


Gesagten zufolge gibt es zwei Mittelwerte, und zwar 19,7 und 22,2 Proz., 
durchschnittlich 21 Proz. 

















Tabelle II. 
Nr. | Gewicht Trocken | | "` eet 

? g Proz Proz 
1 "4800 1,093 | a 22,60 
2, 4,006 0,883 |  — 22,04 
3 4,508 0,910 20,20 = 
4 | 4,065 0,778 19,10 — 
5 4,389 0,840 19,15 — 
6 4,885 1,088 _ 22,20 
7 | 4,000 0,817 20,40 
8 | 4,105 0, 906 u — 22,1 10° 

| Durchschnitt: f 1970 | 22 23 


Fettgehalt: Nach der Tabelle III ergibt sich der Gehalt an Petrol- 
ätherextrakt zu 16,01 Proz. der Trockensubstanz. Es entspricht (x 1,04) 
16,65 Proz. Fett oder 3,5 Proz. des Lebendgewichtes. 








Tabelle III. 
N | Gewicht Trocken» ES Petrolätherextrakt 
d : substanz Ges = 
T nen, Proz. ` 
en 4 17,419 3664 0,594 16 om 
5— 8 |i 17379 3.651 | 0.559 15.30 
9—12 — 3,306 | 0549 g 16, 60 














Zusammen: | 10,621 | 1702 | 160 ` 
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Stickstoff: Nachdem die Raupe ihren Darminhalt entleert hatte, 
gibt sie bis zur Verpuppung keinen Stickstoff mehr ab!). Es muß also 
der Stickstoffgehalt in Prozenten der Trockensubstanz steigen, um so mehr 
in Prozenten des Lebendgewichts?). In vier Bestimmungen wurden ge- 
funden: 1,44, 1,72, 1,6 und 1,42 Proz., durchschnittlich 1,54 Proz. 

Chitin. 25 Stück mazerierte Raupenexuvien wiegen 682,5 mg; ein 
Stück 27,25 mg oder 0,675 Proz. und enthält 1,63 mg Stickstoff, d. h. 
0,04 Proz. des Lebendgewichts. 

„Rohprotein‘‘ wird auf die oben angegebene Weise zu 9,375 Proz. 
berechnet. 

Asche: Aus zwei Bestimmungen, 4,02 und 4,54 Proz., ergeben sich 
4,28 Proz. der Trockensubstanz oder 0,9 Proz. des Lebendgewichts. 

„Stickstofffreie Extraktstoffe‘‘ bilden den Rest der Trockensubstanz 
mit 6,55 Proz. des Lebendgewichts. 


Zusammenselzung einer Puppe. 


Gewicht: Vier Gruppen zu je 25 Puppen, ohne Auswahl in bezug auf 
Geschlecht, Subitan- oder Latententwicklung zusammengestellt, wiegen 
64,804, 63,241, 67,022 und 65,813g. Auf eine Puppe entfallen 2,6088 g. 

Trockensubsianzgehat: 1. Acht Puppen wiegen 18,973g, trocken 
4,725 g, Trockensubstanzgehalt: 24,9 Proz. 2. Fünf Puppen wiegen 11,416 g, 
trocken 2,876 g, das sind 25,1 Proz. Durchschnittlich 25,04 Proz. 

Fetigehalt: Es wurden gewonnen: Aus 1,86g Trockensubstanz 302 mg 
Extrakt; aus 2,06g 304 mg und aus 2,8g 384 mg, zusammen aus 6,72g 
Trockensubstanz 990 mm Petrolätherextrakt; dies bedeutet 14,72 Proz. 
Fettsäuregehalt. 14,72 x 1,04 gibt 15,3 Proz. oder 3,83 Proz. des Lebend- 
gewichts. 

Der Stickstoffgehalt ist bei der Puppe leicht zu bestimmen. Die Puppe 
gibt nämlich bis zum Ausschlüpfen keinen Stickstoff ab, so daß man zu 
jeder Zeit die Analyse ausführen kann, wobei die Kenntnis des Puppen- 
anfangsgewichtes erlaubt, den Stickstoffgehalt bei der Verpuppung zu 
berechnen. Sechs Analysen ergaben folgendes Resultat: 


Tabelle IV. 
Stickstoffgehalt der Puppen. 





Gewicht der Puppe | Stickstoff 
| 








mg | Proz. a 
65,40 -2,20 
54,47 2,10 
63,60 2,31 
53,40 2,10 
60,10 2,53 

| 6360 | 2.06 

I 360,57 | 2,21 


!) Die Harnsäure wird durch Exuvialdrüsen unter die Haut abge- 
sondert und mit dieser zusammen abgestreift. E. Verson, Zeitschr. f. wiss. 
Zool. 97, 457, 1911. 

2) Dies sieht man besonders klar aus den Zahlen Abderhaldens, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 127, 95, 1922. 
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Chitin: 40 präparierte (s. oben) Exuvien wiegen 1,362 g; ein Stück 
wiegt 34,05mg, was 1,3 Proz. Lebendgewicht bedeutet, und enthält 
2,04 mg N oder 0,078 Proz. 


Rohprotein ist zu 13,3 Proz. enthalten. 


Asche: Drei Bestimmungen ergaben: 4,6, 5,2 und 4,4 Proz., Mittel 
4,7 Proz. Trockensubstanz oder 1,175 Proz. des Lebendgewichts. 

Stickstofffreie Extraktstoffe machen 5,435 Proz. des Lebend- 
gewichts aus. 


Zusammensetzung eines frisch ausgeschlüpften Falters. 


Die Analysen frisch ausgeschlüpfter Falter zeigen jenach dem Geschlecht 
Unterschiede. Da aber Keliners Zahlen für beide Geschlechter zusammen 
berechnet sind, so werden auch die Werte für Deilephila als Mittel für 
beide Geschlechter angegeben. 


Gewicht: Das Männchen schlüpft mit 43,6 Proz.!) des EE 
der Puppe aus, das Weibchen mit 53,3 Proz. Das mittlere Gewicht beträgt 
also: 1%, (1136 + 1390 mg) = 1263 mg. 


Trockengewicht!) wurde aus 22 Bestimmungen auf 31,75 Proz. be- 
rechnet. 


Sticksioffgehalt: 168 mg Trockensubstanz enthalten 17,4 mg N, 136,5 mg 
14,7 mg N, 88 mg 9,24 mg N; zusammen sind in 392,5 mg Trockensubstanz 
41,34 mg N enthalten, woraus sich 10,52 Proz. der Trockensubstanz und 
3,34 Proz. des Lebendgewichts ergeben. 


Fettgehalt: 1806 mg Trockensubstanz lieferten 338 mg Petroläther- 
extrakt, 1,416 g 278 mg, 1,770 g 333 mg, 1,307 g 211 mg, zusammen 6,299 g 
Trockensubstenz lieferten 1160 mg Extrakt, was 18,45 Proz. entspricht. 
18,45 x 1,04 ergeben .19,2 Proz., das sind 6,1 Proz. des Lebendgewichts. 


Chitin: In 690 mg Trockensubstanz wurden 68 mg Chitin gefunden; 
dies bedeutet einen Gehalt von 9,87 Proz. der Trockensubstanz oder 
3,13 Proz. des Lebendgewichts. 


Das Rohprotein wird zu 19,7 Proz. des Lebendgewichts berechnet. 


Asche: 993,5 mg Trockensubstanz ließen 59,4 mg Asche zurück. Der 
Gehalt beträgt also 5,98 Proz. der Trockensubstanz oder 1,9 Proz. des 
Lebendgewichts. 


Stickstofffreie Extraktstoffe sind zu 0,92 Proz. vorhanden. 


IV. 


Auf Grund oben angeführter Analysen können wir nun Vergleichs- 
tabellen für die Zusammensetzung des Wolfsmilchschwärmers und des 
Seidenspinners als Raupe, Puppe und Imago zusammenstellen. Außer 
der prozentualen Werte werden auch absolute Gewichte angegeben, die 
auf das Puppengewicht gleich 2,6088 g bezogen wurden. Es wurde so 
eine ‚„Durchschnittsraupe‘“ konstruiert, die einer ‚„Durchschnittsmeta- 
morphose‘“ unterliegt. 


1) III. Mitteilung, diese Zeitschr. 169, 220, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 5 
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Tabelle V. 
Zusammensetzung einer Raupe. 





Prozente. 
Deilephila || 154,8 | 21,00 79,00; 3,50| 1,54| 9,375| 0,676| 0,90; 6,55 
B. mori. . || 216,0| 19,66 80,34| 3,20) 1,92| 11,550| 0,940| 1,19; 2,70 
Milligramm. 


Deilephila 4038,0 | 848,0 | 3190,0 |141,25|62,25'378,5 36,3 | 264,0 
B. mori. . ||22210| 437,0 |1784,0 | 7123|4270|2570 Sieg 26,3 | 5985 


Die Tabelle V gibt einen Vergleich der Schwärmer mit der Spinner- 
raupe. Der Seidenwurm ist reicher an Stickstoffsubstanzen, ärmer an Fett 
und stickstofffreien Extraktstoffen. Er ist auch im ganzen im Verhältnis 
zu seiner Puppe reicher an festen Stoffen als Deiephila. Um viel höher 
ist auch sein Gehalt an Asche. 











Tabelle VI. 
ee einer P 
Pu Trockens| A Roh» | Nıfreie 
ppe von on jo sübstanz asser protein Chitin | Asche (BEE 
Bu er 
Deilephila | Al 25,04 | 7496| 3,83] 2,21| 13,30| 1,30 | 1,175) 65,435 
B. mori. . || 1000. 2110| 7890| 595| 193| 1176| 082 L19 | Lë 





Milligramm. 
Deilephila || 2608,8 | 662,0 |1956,8 | 99,7 |57,6 |3480 | 34,0 |30,6 |141,2 
B. mori. . | 1030,0 | 217,4 | 812,6 |61,24|19,9 |121,2 | 8,45 |12,3 14,15 


Aus der Tabelle VI kann man ersehen, wie sehr die Verhältnisse durch 
die Abscheidung der Seide verändert werden. Die Puppe des Seidenwurms 
ist reicher an Wasser und Fett als die Schwärmerpuppe, ärmer dagegen 
an stickstoffhaltigen Substanzen und Kohlehydraten. Der Aschegehalt 
wird ausgeglichen, obwohl im Kokon nicht ganz 2 mg Asche enthalten rind. 


Tabelle VII. 
Verlust während der Verpuppung. 


DEE ee EE ee EE Ze ME KEE ee EES 
Verlust ` ` An | Trocken» Rohs : Nsfreie 
an Gewicht Substanz Wasser | Fett N protein Chitin | Asche lv 


Milligramm. 
eu 196,0 | 1234,0 | 41,55 | 4,65 27,25 122,8 
B. mori 11010 219, 6 971,4 | 9,99 | 22,80 135 5 20, 95 14 ` 45,7 


In Prozenten der Raupenvorräte. 


23,15 8 05 15, H 
5020| 545 





Deilephila ` 
B. mori . || 53,7 











766 








3 
13180 lat | 52, 
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Die Tabelle VII veranschaulicht diese Veränderungen, indem sie die 
Differenz zwischen den Werten der Tabellen V und VI darstellt. Außer 
dem den FEnergieumsatz deckenden Verlust sind hier Exuvien, Kokon 
und das neugebildete Chitin einbegriffen. 


Tabelle VIII. 


Zusammensetzung eines Falters. 












Trocken» 


Gewicht substanz 









Prozente. 

p p Pane 100,0 | 31,75 | 68,25 S SC Se 197 | 313| 1 ‚9 0,920 
B. mori 1000| 2823| 71 77 16,0 2, ‚0 | 1,12; 0,028 
Mean. 

De ea 1263,00; 400,50 | 862,50 | 77,1 Sch 39,6 |24,05| 11,63 
B. mori 503,56! 142,17 | 361 39 | 45, 5 13 f 10,5 | 564| 0,14 


In Prozenten des EE 








Deilephila i 484 | 61,5 44,0 774 |734| 71,5 _ 1 8,24 
B. mori . || 48,7 | 65,6 44,5 | 74,3 66,3 = 1,00 
In Prozenten ers 
Deilephila l 31,4 | 47,3 27,0 68,0 | 65,8 er 4,40 
B. mori . | 22,6 | 32,6 20,2 es 31 9 31,3 — Sr 7 0,23 


Tabelle VIII stellt die Werte für die Zusammensetzung eines Falters 
dar. Die Verhältnisse weichen nur wenig von jenen in der Puppenperiode 
ab. Tabelle IX zeigt außerdem, daß der Verlust in der Puppenzeit, in 
Prozenten des Puppengehaltes ausgedrückt, für beide Arten wenig differiert. 
Desto größer sind die Unterschiede in der Zusammensetzung beider Falter, 
wenn man sie in Prozenten des Raupengehaltes ausdrückt. 


Tabelle IX. 
Verlust während der ee —  .  , 




















Verl Trocken; Robs OVR ommen |a| weee | vn | | ton int 
veier eem ee Wasser | Fett $ | protein | Chitin | Asche 3 
Milligramm. 

Deilephila 251,5 | 1094,3 | 22,60 99,0 a ne 129,57 
B. mori 626,4| 752 | 451 2 15, 74 40,7 S Le 14. ‚01 
In Prozenten des ee 
e 51,5] 38,6 56,0 | 22,65 | 26,5 | 28,4 — [21,4 | 91,6 

. mori 51,2| 34,6 65,6 | 25,70 | 32,2 | 33,6 | — 154,0 | 99,0 
In a des Raupengehaltee. 

eg 33,30| 29,6 15,95 | 246 | 260 | — |180 | 49,0 

B. mori 23,65| 22,3 15,0 | 15,8 | — |25,3 | 23,4 
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V. 


Die bisher gewonnenen Werte sind noch nicht geeignet, über die Größe 
und Art des Energieumsatzes zu orientieren. Zu diesem Zwecke müssen 
die kalorischen Werte miteinander verglichen werden. Im folgenden wird 
lg Fett gleich 9,3 Cal, 1 g Rohprotein oder Eiweiß gleich 4,3 Cal und 
1 g „stickstofffreie Extraktstoffe‘“ bzw. Kohlehydrate gleich 4,1 Cal gesetzt. 
Die zur Kontrolle dienenden Werte von Farkos seien auch hier angeführt: 

1g Trockensubstanz von 


Raupe. .. a.a. entspricht 5,509 Cal 
Puppe . . .... d T 6,011 ,, 
Falter . . .... : 7 6,15 ,, 
lg Chitin .. ... = 4,65 „ 
l g Harnsäure. . . . 2 2,749 „ 


Eine Raupe von Bombyx mori enthält 437 mg Trockensubstanz, 
stellt also (nach dem von Farkas kalorimetrisch ermittelten Werte) den 
Brennwert von 2,41 Cal dar. Der Falter mit 142,2 mg Trockensubstanz 
entspricht 0,877 Cal. Die Differenz beträgt also 1,533 Cal in 294,8 mg. 
Die andere Rechnung ergibt als Differenz der Tabellen V und VIII: 


25,73 mg Fett. . ... 2. 2 2.22.00. 0,239 Cal 
176,5 , Rohprotein. ......n 0,759 „ 
69,7 ,„ stickstofffreies Extrakt . . . 0,2442 — 
10,45 „ Chitin . .... ©.. 2.0. 0,0485 „ 
20,66 „ Asche . . . .. 2.2.0. ..— 
293,04 mg ...... KREE 1,2908 Cal 
Harnsäure . . . 2 2.2 .. . 0,243 ,. 
1,5338 Cal 


(Die völlige Übereinstimmung ist hier wohl zufällig.) 


Eine Puppe mit 217,4mg Trockensubstanz entepricht nach Farkas 
1,308 Cal, nach der anderen Rechnung 1,2971 Cal, durchschnittlich 
1,3025 Cal. Auf die Verpuppung entfallen daher 1,1075 Cal, auf die Puppen- 
periode 0,4255 Cal. 

Um die Werte für den Energieverbrauch zu erhalten, sind von diesen 
Zahlen die Brennwerte ausgeschiedener Substanzen abzuziehen, also der 
Kokon mit 122,5 mg und 0,5995 Cal und Chitin mit 0,0975 Cal zusammen 
0,697 Cal; für die Puppenperiode Chitin mit 39,3 cal und Harnsäure mit 
60,5 cal, zusammen 99,8 cal. Es bleibt also für die Verpuppung ein Wert 
von 410,5 cal, von denen 92,9 cal oder 22,6 Proz. durch Fett, der Rest 
von 317,6 cal oder 77,4 Proz. durch Nicht Fett" geliefert wird. 

Für die Puppenperiode ergeben sich in ähnlicher Weise 325,7 cal, 
wovon 146,4 cal oder 45,0 Proz. dem verbrannten Fette, 179,3 cal oder 
55,0 Proz. dem Nicht Fett" entstammen. 

Bei Deilephila euphorbiae ergibt eine Rechnung nach der Tabelle V, 
daß die Raupe in 848,0 mg Trockensubstanz den Brennwert von 4,701 Cal 
darstellt. Eine Puppe mit 652,0 mg Trockensubstanz ergibt 3,643 Cal; 
der Falter mit 400,5 mg Trockensubstanz stellt einen Wert von 2,361 Cal dar. 

Daraus berechnet sich der Verlust während der Verpuppung zu 1,058 Cal, 
während der Puppenperiode zu 1,282 Cal. Bringt man für die Verpuppung 
den Wert von Gespinst mit 68,5cal und Chıtın mit 126,8 cal in Abzug, 
so bleiben als Verbrauch zur Deckung des Energieumsatzes 862,7 cal. 
In ähnlicher Weise werden für die Puppenperiode Chitin mit 163,2 cal 
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und Harnsäure mit 148,5 cal abgezogen und es bleiben für den Umsatz 
970,3 cal. 

Das Fett wurde bei der Verpuppung zu 41,55 mg zersetzt, was 386,5 cal 
oder 44,8 Proz. des ganzen Energieverbraucha bedeutet. Für , Nicht- 
Fett‘ bleiben daher 476,2 cal oder 55,2 Proz. Für die Puppenperiode 
liefert das Fett nur 210 cal oder 21,6 Proz., wobei der Rest von 460,3 cal 
oder 78,4 Proz. durch Nicht Fett" gedeckt wird. 

Zur Kontrolle der obigen Rechnung können die Ergebnisse einiger 
Respirationsversuche verwendet werden. Es sollen die nötigen Werte 
für drei Versuche betreffend die Verpuppung kurz angeführt werden!): 

Versuch A 1. Dauer 10 Tage. Gewicht der Raupe 5,380 g; Gewicht 
der Puppe 3,507 g; Sauerstoffverbrauch (auf 0°, 760 mm Hg und Trocken- 
heit reduziert) 217,7 ccm; Kohlensäureabgabe (reduziert) 189,0 cem. 
Respiratorischer Quotient 0,869. Sauerstoffverbrauch für 1l kg mittleres 
Gewicht?) 49,5 Liter. 

Versuch A 2. Dauer 12 Tage. Gewicht der Raupe 6,050 g; Gewicht 
der Puppe 3,450 g; Sauerstoffverbrauch 264,0 ccm; Kohlensäureabgabe 
228,0 ccm (beide reduziert wie oben). Respiratorischer Quotient 0,866; 
Sauerstoffverbrauch für l kg mittleres Gewicht 54,5 Liter. 

Versuch B 15. Dauer 13 Tage. Raupengewicht 5,156g; Puppen- 
gewicht 3,384 g; Sauerstoffverbrauch (reduziert) 230 ccm; Kohlensäure- 
abgabe (reduziert) 202,0 cem. Respiratorischer Quotient 0,876; Sauerstoff- 
verbrauch für l kg mittleres Gewicht 54,9 Liter. 

Mittel aus allen drei Versuchen: Sauerstoffverbrauch 52,7 Liter für 
l kg mittleres Gewicht; respiratorischer Quotient 0,870. 

In diesem Zusammenhang soll noch das Verhalten des respiratorischen 
Quotienten während der Verpuppung besprochen werden®). Während der 
4 ersten Tage — vom Moment, wo die Raupe zu fressen aufhört — beträgt 
er 0,88 bei einem mittleren Sauerstoffverbrauch von 40 ccm pro Tag. 
Dann folgt eine Periode von 5 Tagen mit dem respiratorischen Quotienten 
0,76 bei 10 bis 11 ccm täglichen Sauerstoffverbrauchs. Während der letzten 
3 Tage bis zur Verpuppung beträgt der respiratorische Quotient 0,87 und 
der tägliche Sauerstoffverbrauch 24 ccm. Während der ersten Periode 
bewegt sich die Raupe fast ohne Unterbrechung und gibt täglich 262 mg 
Wasser ab. Dann liegt sie unbeweglich, nur von Zeit zu Zeit spinnt sie 
einen Faden um sich, bis in 3 bis 4 Tagen ein loses Gespinst entstanden ist. 
Es ist dies zugleich eine Periode so gewaltiger Wasserabgabe, daß die 
Wände der Respirationskammer naß werden. In den letzten 3 Tagen liegt 
der spindelförmige Körper der Raupe regungslos bis zur Verpuppung, 
bei verminderter Wasserabgabe. Zusammen wurden in den letzten 8 Tagen 
1,433 g Wasser abgegeben. Gesondert läßt sich bei dieser Anordnung 
die Abgabe for die zweite und dritte Periode nicht berechnen, da die 
Respirationskammer erst kurz vor der Verpuppung trocken wird. Während 


1) Über den Apparat vgl. diese Zeitschr. 165, 411, 1925. 

2) Als Bezugseinheit benutzen wir gewöhnlich 1 kg Puppenanfange- 
gewicht (vgl. Pflügers Arch. 210, 741, 1925). Hier mußte aber auch das 
Raupengewicht berücksichtigt werden, weil von zwei gleich großen Puppen 
jene einen größeren Gesamtverbrauch an Sauerstoff aufweisen wird, welche 
früher (als schwerere Raupe) zum Versuch genommen wurde. Das mittlere 
Gewicht = % (Raupengewicht + Puppengewicht). 

3) Hauptsächlich nach dem Versuch A 2 bei 18,5°. 
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der Verpuppung selbst wird die Feuchtigkeit vorübergehend durch das 
Verdunsten der Exuvialflüssigkeit gesteigert. Nach der Verpuppung fällt 
der Sauerstoffverbrauch auf 4ccm täglich, die Wasserabgabe auf wenige 
Milligramm und der respiratorische Quotient ist während der ersten Puppen- 
tage 0,75. 

Dem mittleren Gewicht von 3,3235 g entspricht nun ein Sauerstoff- 
verbrauch von 175,2 ccm. Da bei einem respiratorischen Quotienten gleich 
0,870 auf 1 Liter verbrauchten Sauerstoffs 4,887 Cal entwickelt werden, 
so ergibt sich auf diesem Wege ein Energieumsatz während der Verpuppung 
gleich 856,2 cal. Die Differenz zwischen beiden Berechnungen beträgt 
6,5 cal, d h. 0,75 Proz. Für die Puppenperiode wurde der Sauerstoff- 
verbrauch auf Grund von 35 kürzeren Respirationsversuchen nach der 
Manometergläschenmethode berechnet. Er beträgt 76,1 Liter für 1kg 
Puppenanfangsgewicht, also 198,5 ccm für 2,609g. Beim mittleren kalo- 
rischen Werte von 1l Liter Sauerstoff gleich 4,86 Cal ergeben sich daraus 
966cal. Auch hier ist also die Übereinstimmung recht gut. 


Tabelle X. 
Energieumsatz während der Metamorphose. 


E ii Gesamtumsatz Fett n Nicht-Fett l 
i cal cal cal 


Verpuppung. 
Deilephila. . . 862,7 386,5 — 44,8 Proz. | 476,2 = 55,2 Proz. 
B. mori. ... 410,5 92,9 = 226 „ 317,6 = 774 , 
Puppenperiode. 
Deilephila.. . . 970,3 210,0 = 21,6 Proz. | 760,3 = 78,4 Proz. 
B.mori.... 325,7 146,4 = 45,0 , 179,3 = 55,0 „ 
Die ganze Metamorphose. 
Deilephila. . . 1833,0 696,5 — 32,5 Proz. |1236,5 = 67,5 Proz. 
B.mori.... 736,2 239,3 = 25 „ 496,9 = 67,5 „ 


Tabelle X gibt eine Übersicht über den Energieverbrauch während 
der beiden Metamorphosestadien sowie über den Anteil von Fett und 
„Nicht-Fett‘. 

Es sei noch der Versuch gemacht, das ‚‚Nicht-Fett‘“ wenigstens an- 
näherungsweise in seine beiden Komponenten zu trennen. Bei Bombyx mori 
können wir die von Kellner (S. 78) angeführten Werte für Eiweiß- und 
Nichteiweißstickstoff (mit Ausschluß von Chitin) benutzen. Die Puppe 
enthält nämlich 7,06 mg vom Stickstoff letzter Art, welcher nach Kelner 
hauptsächlich als Harnsäure-N aufzufassen ist. Dies entspricht 43,7 mg 
Eiweiß oder 188 cal. Es würden also bei der Verpuppung 22,6 Proz. Energie 
durch Fett, 45,8 Proz. durch Eiweiß und 31,6 Proz. durch Kohlehydrate 
gedeckt. 

In derselben Tabelle von Kellner findet man als Verbrauch an Eiweiß- 
stickstoff während der Puppenperiode 0,71l mg, d. h. 19,1 cal, wonach 
für die Kohlehydrate 160,2 cal übrigbleiben. Der prozentuale Anteil 
am Energieumsatz während der Puppenperiode würde dann für Fett 
45,0 Proz., für Eiweiß 5,7 Proz. und für Kohlehydrate 49,3 Proz. betragen. 

Für Deilephila euphorbiae kennen wir den Wert des Eiweißstickstoffs 
nicht und müssen uns mit ‚stickstofffreien Extraktstoffen‘‘ begnügen, 
die — nach Abzug der zur Chitinbildung nötigen Menge — als Kohlehydrate 
in Rechnung gebracht werden. Dann ergibt sich für die Verpuppung ein 
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Anteil von Fetten zu 44,8 Proz., Eiweiß zu 13,0 Proz., Kohlehydrate zu 
42,2 Proz. In ähnlicher Weise wird für die Verpuppung der Anteil von 
Fett mit 21,6 Proz., Eiweiß mit 41,3 Proz. und für Kohlehydrate mit 
37,1 Proz. gefunden. Diese Werte, welche an sich wenig zuverlässig sind, 
erfahren eine Stütze, wenn man von den Werten für den respiratorischen 
Gaswechsel den Verbrauch für die Verbrennung von Fett abzieht. Der 
Rest, welcher der Verbrennung von Nicht Fett" entspricht, gibt für 
die Verpuppung einen respiratorischen Quotienten um 1,00, für die Puppen- 
periode um 0,89. Das spricht jedenfalls für eine stärkere Beteiligung von 
Eiweiß während der Puppenzeit. 

Aus der so ergänzten Tabelle X ergibt sich, daß der Charakter des 
Stoffumsatzes während der verschiedenen Stadien der Metamorphose bei 
zwei so verwandten Arten, wie der Seidenspinner und der Wolfsmilch- 
schwärmer, große Unterschiede aufweist. Der Stoffwechsel des Schwärmers 
erinnert an den Hungerstoffwechsel eines Säugers: 87 Proz. Energieumsatz 
werden durch stickstofffreie Substanzen gedeckt. Der Spinner verbraucht 
in dieser Zeit zur Deckung von 46 Proz. des Energieumsatzes sein Eiweiß, 
von welchem zugleich riesige Mengen, mehr als der Gesamtgehalt der 
Puppe, in den Kokon übergehen. Bei der Verpuppung ändert sich das 
Bild: Der Spinner deckt nicht einmal 6 Proz. der Energie durch Eiweiß- 
zersetzung, indem das Fett und die Kohlehydrate die nötige Energiemenge 
liefern. Demgegenüber deckt der Schwärmer über 40 Proz. des Energie- 
verbrauches mit Eiweiß, da das Fett nur 21,6 Proz. besorgt. Daraus ergibt 
sich, wie vorsichtig man beim Verallgemeinern der bei einer Spezies er- 
haltenen Resultate sein muß. Als ein wichtiger Schluß kann auch hervor- 
gehoben werden, daß während der Metamorphose das Fett in ähnlicher, 
den Eiweißzerfall begrenzenden Rolle auftritt wie bei höheren Tieren: 
Kann doch der reziproke Anteil von Fett und Eiweiß in allen vier Fällen 
(zwei Perioden bei zwei Arten) nicht zufällig sein und läßt sich auch nicht 
durch Ungenauigkeit der Eiweißwerte erklären. 

Es sollen nun die Werte für den Energieumsatz für Gewichtseinbheit 
verglichen werden. 


Tabelle XI. Energieumsatz in Kalorien auf 1 kg. 








| Raupe °) (` Puppe 2) | Schmetterling °) | Mit Mitti. en) 
. Während der Verpuppung. o 
Deilephila euph. . "214,0 | 1018,0 || 330,5 | 1322,0! — | — 259,2| 1150,0 
B. mori ..... L 183.0 paai 396,0 1875.0 — | — 250,0 | 1245,0 
Ophyra cadav.**) | — — | — | — 343,0 | 1067,0 











Während | Puppenzeit. 





Argynnis paph.”**) — ' — 14100) — |8700| — '5600| — 
Deilephila euph. — | — 373,0 | 1490,0 | 770,0 | 2430,0 | 503,0 | 1845,0 
B. mori ..... ee '318,0 1515.0 | 654,0 | 2305,0 | 4290 | 1830,0 
Ophyra cadav. **) — | _ ES 


ia ger 





486.0 | 1444.0 
Calliphora vomit. t) | ES 


Während der ganzen Metamorphose. 





a HR ES 





Deilephila euph. 455,0 | 2165,0 |; 830,0 | 3320,0 11710,0| 5400,0 |: 698,0 | 2880,0 
B. mori ..... 331 0 1683,0 We A 3390, 0 1460,0 5175 d 568 A 2910,0 
Ophyra cadav. **) — — 18657 0 2593,0 


























D Die erste Kolonne enthält Werte d Lebendgewicht, die zweite auf Trockengewicht be» 
— SEI Nach Tangi, Pflügers Arch. 130, 68, Tabelle II. — ***) III. Mitteilung, diese Zeitschr. 
18 . 215. 1926. — H Weinland, Mittel aus Versuch V und VI, zitiert nach Tangl, Pflügers Arch. 
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Die Tabelle XI zeigt, daß der Energieumsatz während der Meta- 
morphose bei verschiedenen Insekten eine (auf Gewichtseinheit gerechnet) 
ziemlich gleiche Größe hat. Von den fünf angeführten Arten hat während 
der Puppenperiode den kleinsten Umsatz die Fleischfliege, Calliphora 
vomitoria, den größten ein Tagfalter, Argynnis Paphia. Die relativ gute 
Übereinstimmung dieser verschiedenen Werte wird noch auffallender, 
wenn man bedenkt, daß bei verschiedenen Arten der ganze Verlust während 
der Metamorphose sehr verschieden sein kann, wie Tabelle XII zeigt. 


Tabelle XII. 
Vom Energiegehalt reifer Raupe (Larve) wurde: 










an Sekreten und 
ten aus 





zum Aufbau der 
Puppe bzw. Imago 






zum Energieumsatz 























verwendet geschieden verbraucht 
Proz. Proz. 
Während der Verpuppung. 
Deilephila euphorbiae 77,5 4,1. | 18,5 
B. mori ........ 54,0 28,9 | 17,1 
Ophyra cadaverina 69,7 15,3 | 15,0 
Während der Puppenzeit. 
Deilephila euphorbiae 50,2 6,60 | 20,7 
B. mori ........ 36,1 4,14 | 13,5 
Ophyra cadaverina 46.4 1250 | 10,8 
Während der ganzen Metamorphose. 
Deilephila euphorbiae . | 50,2 10,70 39,2 
B. mori ........ | 36,1 33,04 30,8 
Ophyra cadaverina .. ' 46.4 27,80 25,8 


Die Zahlen dieser Tabelle ergeben, daß von den drei bisher in dieser 
Hinsicht untersuchten Insekten Deilephila euphorbiae mit kleinstem Verlust 
zum Imaginalstadium gelangt. An der zweiten Stelle steht Ophyra, zuletzt 
erst der Spinner, dessen Brennwert nur etwas über ein Drittel von solchem 
der Raupe beträgt. Noch größer ist der Unterschied im Trockengewicht, 
welches bei dem Schwärmer 47,2 Proz., beim Spinner 32,4 Proz. desjenigen 
bei der Raupe beträgt. Im umgekehrten Verhältnis steht der kalorische 
Wert der ausgeschiedenen Stoffe. Hier ist der Spinner mit einem Drittel 
des ganzen Vorrats voran, die Mittelstellung nimmt wieder die Fliege ein, 
zuletzt der Schwärmer mit 10,7 Proz. seiner Vorräte. 


Wenn man nun den Verbrauch während der Metamorphose betrachtet, 
so ist die Fliege mit dem kleinsten Verlust davongekommen. Dies hängt 
vielleicht damit zusammen, daß die Fliegen bei der Verpuppung keine 
Häutung durchmachen. 


Obwohl die Zahlen für die prozentuale Zusammensetzung der Puppen 
beim Spinner und Schwärmer keine großen Unterschiede aufweisen, kann 
man doch nicht den Zusammenhang unerwähnt lassen, welcher zwischen 
den Zahlen der ersten Kolonne der Tabelle XII und der Lebensdauer der 
Imago besteht. Es lebt nämlich im Durchschnitt der Wolfsmilchschwärmer 
12 Tage, die Fliege 6 Tage und der Spinner bloß (als Mittel für beide Ge- 
schlechter) 2 Tage. Ihr Hungerstoffwechsel soll in der folgenden Mitteilung 
betrachtet werden. 


Chemische Untersuchungen über die Metamorphose der Insekten. IV. 73 


Zusammenfassung. 


Es wird beim Wolfsmilchschwärmer der Gehalt an Fett, Stickstoff, 
Chitin und Asche sowie der Trockensubstanzgehalt bei der reifen 
Raupe, frischen Puppe und beim eben ausgeschlüpften Falter bestimmt. 
Auf Grund dieser Analysen wird der Brennwert und — unter Berück- 
sichtigung der ausgeschiedenen Stoffe — der Energieumsatz berechnet. 
Zur Kontrolle wird dieser Umsatz auch aus dem Sauerstoffverbrauch 
ermittelt. 

In ähnlicher Weise wird der Energieumsatz des Seidenspinners 
aus den Kellnerschen Analysen und den Brennwertbestimmungen von 
Farkas berechnet und mit jenem des Schwärmers verglichen. Es ergibt 
sich dabei: 

1. Während der Verpuppung verbraucht der Schwärmer haupt- 
sächlich Fett, der Spinner Nicht Fett". 

2. Während der Puppenperiode wird durch den Schwärmer nur 
ein Fünftel des Energieumsatzes durch Fettzersetzung gedeckt, durch 
den Spinner beinahe die Hälfte. 

3. Ist der Fettverbrauch klein, dann besteht das ‚Nicht-Fett‘‘ zum 
größeren Teile aus Eiweiß. Beim starken Fettverbrauch findet man, 
daß das ‚Nicht-Fett‘ hauptsächlich aus Kohlehydraten besteht. 

4. Wird der Umsatz während der ganzen Metamorphose einheitlich 
betrachtet, dann werden diese Unterschiede ausgeglichen. 

5. Der Energieumsatz während der Metamorphose hat — auf 
Gewichtseinheit bezogen — bei verschiedenen Insekten eine ziemlich 
ähnliche Größe. 

6. Die Verwertung des Brennwertes der Larve ist bei verschiedenen, 
Arten sehr verschieden, je nach dem Werte der ausgeschiedenen Sub- 
stanzen. Bei dem Schwärmer kommen 50 Proz. in den Schmetterling, 
beim Spinner nur 36 Proz. Dies ist eine Folge des Spinnens, denn in 
dem Kokon sind 25 Proz. des Raupenbrennwertes enthalten. 

Die viel kürzere Lebensfrist des Spinners wird in Zusammenhang 
damit gebracht. 

7. Es wird das Verhalten des respiratorischen Quotienten und 
der Wasserverdunstung während der Verpuppung geschildert. 
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V. Mitteilung?): 
Über den Hungerstoffwechsel der Schmetterlinge. 


Von 
Jozet Heller. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universität Lwów.) 


(Eingegangen am 18. März 1926.) 


L 

In einer früheren Mitteilung wurde der Stoffwechsel während der 
Metamorphose des Seidenspinners und des Wolfsmilchschwärmers ver- 
gleichend betrachtet, und es wurden erhebliche Verschiedenheiten in 
den Anteilen von Fett und Eiweiß am Gesamtumsatz dieser zwei 
Falter gefunden; diese Unterschiede konnten durch die Kokonbildung 
erklärt werden. Besonders auffallend sind die Unterschiede in der 
Zusammensetzung dieser Schmetterlinge, wenn man sie in Prozenten 
des Raupengehalts ausdrückt. Es ergab sich daraus die Frage, ob auch 
während des Imaginallebens Unterschiede auftreten; der Seiden- 
spinner nimmt doch — im Gegensatz zum Wolfsmilchschwärmer — 
‚als Imago keine Nahrung auf, so daß bei ihm der Hungerstoffwechsel 
einen physiologischen Vorgang darstellt. 

Auch von einem allgemeinen Standpunkt aus war es von Interesse, 
den Hungerstoffwechsel dieses Schwärmers kennenzulernen, haupt- 
sächlich im Zusammenhang mit den Arbeiten von Bialaszewicz und 
seiner Schule. Biafaszewicz hat den Versuch gemacht, den Hungerstoff- 
wechsel im Tierreich vergleichend zu betrachten und für die Beteiligung 
von Fett und Eiweiß am ganzen Umsatz in Abhängigkeit von Wärme- 
regulationsfähigkeit eine allgemeine Beziehung zu finden. 

Da diese Arbeiten wenig bekannt sind), so sollen die Gedanken 
von Bialaszewicz hier kurz wiedergegeben werden. 


1) Pflügers Arch. 210, 736, 1925; diese Zeitschr. 165, 411, 1925; 169, 
208, 1926; vgl. auch C. r. Soc. de Biol. 90, 1360, 1924; 92, 1006, 1925; 98, 
1632, 1925. 

2) Sie sind in den großen Referatenblättern m. W. nicht referiert worden. 
Auch Kesiner und Plauts nehmen in ihrer Bearbeitung des allgemeinen 
Stoffwechsels in Wintersteins Handbuch der vergleichenden Physiologie 
keinen Bezug darauf. 
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Ihren Ausgangspunkt bilden Untersuchungen über den Stoffwechsel 
der Biutegel!), hauptsächlich während längerer Hungerperioden, zum Teil 
auch nach Bluteinnahme. 


Es wurde gefunden, daß die chemische Zusammensetzung der Blutegel 
trotz langdauernden Hungersnicht verändert wird ;es wurden in verschiedenen 
Phasen des Hungers 90,5 Proz. Eiweiß, 5 Proz. Fett und 4,5 Proz. Glykogen 
gefunden. Die auf lg Körpergewicht entfallende Menge verbrauchten 
Sauerstoffs ist 1,166 ccm für den Tag und sie unterliegt keiner Veränderung, 
so daß der absolute Sauerstoffverbrauch mit dem Körpergewicht fortwährend 
fällt. Auch der respirstorische Quotient bleibt unverändert und beträgt 
0,706. In ähnlicher Weise zeigt auch das Verhältnis vom ausgeschiedenen 
Stickstoff zum ausgeschiedenen Kohlenstoff keine größeren Veränderungen: 
es wird stets 0,188g N auf l g der Körpersubstanz und 1 tag im Hunger 
ausgeschieden, und auf 1g N entfällt 1,062 g Kohlenstoff. 


Was die Verteilung von N auf einzelne Bestandteile der Exkrete an- 
belangt, so werden 73,9 Proz. als Ammoniakstickstoff, 9,2 Proz. in schleimigen 
Substanzen und 16,9 Proz. in anderen organischen Ausscheidungen ge- 
funden. 


Die chemischen Analysen ergeben also, daß die Zusammensetzung der 
Blutegel durch das Hungern fast gar nicht verändert wird, daß folglich 
einzelne Bestandteile in demselben Maße am Stoffwechsel teilnehmen, 
in welchem sie im Körper enthalten sind. Daraus folgt, daß der Stoffwechsel 
hauptsächlich (über 85 Proz.) das Eiweiß betrifft. Früher hat auch Brunow?) 
gefunden, daß der Stoffwechsel des Blutegels und des Flußkrebses im Hunger 
ein ‚reiner Eiweißstoffwechsel‘ ist 


Aus kalorimetrischen Versuchen folgte, daß lg Körpersubstanz für 
1 Tag 2,91 bis 6,82 cal entwickelt. Die Brennwertbestimmungen gaben 
einen Wert von 7,45 cal. 


Als physiologische Brennwerte einzelner Bestandteile wurden ermittelt: 
Für Fett 8,819 Cal, für Eiweiß nur 3,132 Cal, was mit dem hohen Brennwert 
(5,678 Cal) der ausgeschiedenen schleinigen Substanz zusammenzuhängen 
scheint. 


Die Bluteinnahme bewirkt eine Steigerung des Stoffwechsels. Die 
Einnahme von 1g Blut, was 162mal mehr bedeutet, als ein hungernder 
Blutegel täglich verbraucht, steigert den Stoffwechsel um 120 Proz. gegen 
die Hungernorm. 


Im letzten theoretischen Teile der Arbeit wird unter Anführung der 
Resultate von Reuss und Weinland an Aal (Anguilla vulgaris), F. Schütz 
am Schlei (Tinca tinca), Miescher am Lachs (Salmo salar), von Slowtzoff 
an der Weinbergschnecke (Helix pomatia) und von Lesser am Regenwurm 
( Lumbricus herculeus) die Anschauung entwickelt, daß im Tierreich zwei 
Typen des Hungerstoffwechsels zu unterscheiden sind: Der poikilotherme 
Typus, charakterisiert durch den vorwiegenden Eiweißzerfall, und der 
homoiotherme Typus, bei welchem der Hungerstoffwechsel hauptsächlich 
Fette zersetzt. Dies sollte durch das Vorkommen von Fett in zweierlei 
physiologischer Funktion bedingt sein: Das Reservefett, mit der Funktion 
einer Energiequelle, wird nur von Homoiothermen als eine sekundäre An- 


1) K. Bialaszewicz, Trav. de la Soc. des Sciences de Varsovie 8, 1919. 
2) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 12, 215, 1911. 
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passung gebildet, demgegenüber sollte das ‚‚Zellfett‘‘,!) welches bei allen 
Tieren vorkommt, durch eine Verkoppelung mit Eiweiß nur mit diesem 
verbrennbar sein. 


Die Gedanken von Bia:aszewiez sind in einer Reihe von Unter- 
suchungen aus seinem Laboratorium einer experimentellen Prüfung unter- 
zogen worden. S. Librach®) findet, daß der Hungerstoffwechselder Amphibien 
einen ähnlichen Charakter wie beim Blutegel aufweist. Es werden nämlich 
Eiweiß und N-freie Substanzen — nach den Befunden von S. Librach — 
entsprechend ihrem Gehalt im Körper verbraucht. Der Anteil des Eiweißes 
ist auch hier sehr hoch, entsprechend 84 bis 94 Proz. (Rana esculenta und 
Amblystoma mexicanum). Bei den Reptilien findet R. Szretter?), daß bei 
der Ringelnatter (Tropidonotus natrix) das Fett einen größeren Anteil am 
Stoffwechsel nimmt, als es seinem Gehalte im Körper entspricht (z. B. 
57,4 Proz. der zersetzten Substanz bei 16,13 Proz. Gehalt), und deutet dies 
als einen Übergangstypus des Hungerstoffwechsels. 


Den Hungerstoffwechsel der Tenebrio-larve hatte P. Szwajs unter- 
sucht 3). Aus ihren Ergebnissen folgt, daß bei dieser Larve die N-freien Sub- 
stanzen über 50 Proz. der zersetzten Bestandteile ausmachen, wobei sie 
46,55 Proz. der organischen Substanz vor dem Hungern bilden®). Der 
ganze Gewichtsverlust während der Hungerperiode ist für Zeiteinheit 
gleich groß, so daß er, für Gewichtseinheit berechnet, fortwährend wächst. 


M. Pilewicz®) untersuchte den respiratorischen Gaswechsel bei der 
Küchenschabe (Periplaneta orientalis) im Hunger und bei Ernährung. 
Sie fand unter anderem, daß dem Gewichtsverlust im Hunger reichliche 
Wassereinnahme entgegenwirkt. Nach einer anfänglichen Erniedrigung hält 
sich der resp'ratorische Gaswechsel lange Zeit auf gleicher Höhe. Bei 
vorheriger Fütterung ist der respiratorische Quotient von der Nahrungsart 
abhängig. 


Ist diese Einordnung allgemein durchführbar? Der Stoffwechsel 
ist von vielen Einflüssen, wie das Milieu, Nahrungsgewohnheiten usw., 
abhängig und es erscheint von vornherein. unwahrscheinlich, daß der 
Umsatz von Fett und Eiweiß — bei der vorhandenen Zersetzbarkeit 
beider Stoffe in den Zellen — eine einfache Funktion der phylogenetischen 
Stellung sein könnte. Das Material, welches bisher zur vergleichenden 
Physiologie des Hungerstoffwechsels zusammengetragen worden ist, 


1) Bialaszewicz gebraucht die Bezeichnung: ‚La graisse constitutive“‘, 
die wir durch ‚‚Zellfett‘‘ wiederzugeben suchen. 

2) S. Librach, Trav. du Lab. de Physiol. de I’Inst. M. Nencki. Var- 
sovie 1, 1922. Polnisch mit französischer Zusammenfassung. 

3) R. Szretter, ebendaselbst 1922. Polnisch mit französischer Zu- 
sammenfassung. 

4) P. Szwajs, Extrait des C. r. d. la Société des Sciences de Varsovie 
9, 1916. Polnisch mit französischer Zusammenfassung. 

6) In der Tabelle XIT scheint ein rechnerischer Fehler vorzuliegen : 
Die Verfasserin gibt für den Anteil N-freier Substanzen am ganzen Umsatz 
52,7 Proz. an, wogegen aus der Tabelle XI 59,2 Proz. folgt. Für Fett an- 
gegeben 18,22 Proz., aus Tabelle XI folgt 31,4 Proz. 

¢&) M. Pilewicz, Trav. d. l’Inst. Nencki 2, 1925. 
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erscheint viel zu spärlich, um eine Einteilung nach irgend einem ein- 
fachen Gesichtspunkt ausreichend begründen zu können. 


Man könnte z. B. versuchen, die Beteiligung von Eiweiß und Fett 
am Gesamtumsatz auch in Zusammenhang mit der Wasserbildung 
durch diese Stoffe zu betrachten, ein Gesichtspunkt, welcher von 
Parnas!) besonders hervorgehoben wurde. Das Fett liefert bei seiner 
Verbrennung 107 Proz. des eigenen Gewichts an Wasser, ohne dabei 
nichtflüchtige, mit Wasser auszuscheidende Produkte zu bilden. Es 
scheint infolgedessen ganz einzig geeignet, als metaplasmatischer 
Reservestoff zu dienen, der unter Sauerstoffverbrauch Wasser liefert. 
Diese Funktion des Fettes könnte im Haushalt derjenigen Tiere eine 
bedeutende Rolle spielen, welche in trockenem oder hochkonzentriertem 
Milieu lange leben und ihr Gewebswasser gegen das Milieu erhalten 
oder verbrauchtes ersetzen müssen; bei Seewassertieren, Insekten und 
deren Puppen und bei Wüstentieren?). 


Bei den Süßwasser- und in feuchter Luft lebenden Tieren hätte 
das Fett dagegen in dieser Beziehung keine ähnliche Bedeutung. 


Auch dieser Gesichtspunkt könnte bei der Betrachtung des Hunger- 
stoffwechsels der Insekten geprüft werden. Es könnte z. B. vermutet 
werden, daß bei der Puppe das Fett wegen seiner wasserspendenden 
Fähigkeit eine größere Rolle spielt, als bei Imago, welches seine Wasser- 
vorräte von außen her erneuern kann. Doch wird im folgenden 
gezeigt, daß der Anteil von Fett beim Hungerstoffwechsel der Falter 
größer ist als während der Pupenperiode. 


II. 


Frisch ausgeschlüpfte Wolfsmilchschwärmer wurden in Wägegläschen 
abgewogen und dann unter geräumigen Glasglocken bei 18° bis zum Ab- 
sterben belassen. Die Falter schwirrten in der Morgen- und Abenddämmerung, 
sonst saßen sie regungslos. Der ziegelrote Harn wurde besonders während 
der ersten 3 Tage entloert und enthielt außer Ammoniumureat anorganische 
Bestandteile. Zur Kontrolle wurden einige Exemplare frei im Zimmer 
belassen, um ihnen Fluggelegenheit zu geben. Die Gewichtsabnahme war 
in beiden Gruppen der Falter gleich. Der Tod erfolgte am 9. bis 14. Tage. 
Die Tiere wurden dann gewogen, bei 105° getrocknet, nach abermaligem 
Abwiegen zerrieben und in dieser Form für die Analysen verwendet. Die 
Methoden und Berechnungsweise waren dieselben, wie sie in der vierten 
Mitteilung geschildert worden sind. 


1) J. K. Parnas, Handb. d. normalen und pathol. Physiol. 17, 158, 1926. 

2) Man findet auch bei einer flüchtigen Übersicht der Zusammensetzung 
verwandter Arten von Seewasser- und Süßwassertieren, daß die Meeresarten 
größere Fettreserven besitzen als Süßwassertiere; dasselbe gilt für luft- 
atmende Tiere. 
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Gewicht. Das mittlere Gewicht, bei welchem die Schwärmer verendeten, 
betrug im Durchschnitt aus 14 Bestimmungen 522,5 mg, was genau 20 Proz. 
ihres Anfangsgewichts als Puppen entspricht. Das Trockengewicht wurde 
aus elf Bestimmungen zu 44,3 Proz. berechnet, der Wassergehalt beträgt 
nur 55,7 Proz. Der Fettgehalt beträgt 9,73 Proz. mal 1,04, das ist 10,12 Proz. 
des Trockengewichts oder 4,5 Proz. vom Lebendgewicht. 

Stickstoff wurde als Mittel aus sechs Bestimmungen zu 4,96 Proz. 
des Lebendgewichts gefunden. Chitin macht 7,5 Proz., Asehe 3,08 Proz. 
aus. Für Rohprotein wurden 28,1 Proz. und für N-freie Extraktstoffe 
1,04 Proz. berechnet. 

Die Zusammensetzung der verhungerten Schmetterlinge im Vergleich 
mit soeben ausgeschlüpften zeigt Tabelle I, welche zugleich die Verluste 
angibt. 


Tabelle I. 
ne 


B Ge Bader d Roh» on An 
wicht jsubstanz Wasser | Fett protein Chitin| Asch N 

















Zusammensetzung eines Wolfsmilchschwärmers in Proz. 





























Frisch ausgeschlüpft . . || 100,01 31,75 | 6825| 6,1| 3,34| 19,7 | 3,13] 1,90 0,92 

Beim Hungertode Lä 44,30 | 55,70| 4,5| 4,96| 28,1 | 7,50] 3,08| 1,04 

Verlust *) 58,7| 42,20 | 66,30 | 69,5 |38,60| 41,0 | 1,01j33,00 | 53,2 
In mg. 

Frisch ausgeschlüpft . . || 1263,0) 400,5 |862,5 | 77,1 42,30) 249,0 '39,6 |24,05 | 11,63 

Beim Hungertode | 522,5| 231,5 |291,0 23,5 25, ‚95 146.9 39,2 16, 10| 5,44 

Verlust ..... 740,5| 169,0 |571,5 53, 6 16,35 102.1 0,4 7.95 6,19 





























*) In Proz. des Anfangsgewichts. 


Den größten Verlust hat das Fett erlitten, welches beinahe zu 70 Proz. 
verbraucht wurde. Dann folgt das Wasser mit 66,3 Proz. Verlust, wogegen 
die Trockensubstanz nur einen solchen von 42,2 Proz. aufweist. ` Der ganze 
Gewichtsverlust beträgt 58,7 Proz., der Verlust an Brennwert 46,8 Proz. 
Davon wurden 40,3 Proz. verbraucht, der Rest entspricht dem aus- 
geschiedenen Harn. 


Die Stickstoffverbindungen zeigen einen Verlust von 38,6 Proz. (nach 
dem N-Gehalt gerechnet) oder von 41,0 Proz. (als Rohprotein berechnet). 
Die N-freien Extraktstoffe sind in kleiner Menge vorhanden und unterliegen 
zur Hälfte dem Verbrauch. 


Von der gesamten umgesetzten Energie, welche 964 cal beträgt, ent- 
fallen 499 cal oder 51,7 Proz. auf Fett, 439 cal oder 45,5 Proz. auf Eiweiß, 
und 26 cal oder 2,7 Proz. auf Kohlehydrate. In der Natur werden die Ver- 
hältnisse infolge der Nahrungsaufnahme anders liegen: der lange Rüssel 
verschafft dem Schwärmer zuckerreichen Honig, wodurch der Anteil von 
Kohlehydraten höher wird und der Stoffwechsel dem metamorphotischen 
ähnlich wird. 

Diese Ergebnisse können mit anderen für Hungerstoffwechsel der 
Insekten berechneten verglichen werden. Eine Zusammenstellung dieser 
Werte gibt Tabelle II. 
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Was die Ausnutzung der Vor- 
räteanbelangt, so müssen Slowtzoffs 
Werte für die Libellen und für 
Erdhummeln gesondert betrachtet 
werden, weil in diesen Versuchen 
der Tod offensichtlich aus anderen 
Ursachen als der Erschöpfung der 
Vorräte wegen erfolgt ist. Der 
Verfasser bezieht ihn auf den 
großen Wasserverlust. 


Bei den anderen fünf Arten 
dauert das Leben verschieden 
lange: Am kürzesten beim Seiden- 
spinner (Tangl gibt 2 Tage als 
„reichlich bemessen“ an). Es hat 
in diesem Falle auch Kopulation 
und Eiablage stattgefunden. In 
den angeführten Werten ist zwar 
der Brennwert der Eier nicht ein- 
begriffen, wohl aber die bei der 
Kopulation und Eiablage geleistete 
Arbeit. Bei der Deilephila kam es 
zur Kopulation nicht. Bei anderen 
Arten fehlen entsprechende An- 
gaben. Die Temperatur betrug bei 
Deilephila 18°, bei anderen nicht 
angegeben. Der Wasserverlust ist 
in allen angeführten Fällen sehr 
groß, übersteigt den Verlust an 
Trockensubstanz um ein beträcht- 
liches. Der Energieverbrauch, in 
Prozenten des Brennwertes der 
frisch ausgeschlüpften Imagines 
gerechnet, muß gesondert bei den 
drei ersten Arten, die gezogen 
wurden, betrachtet werden. Die 
zwei von Slowtzoff angeführten 
Käferarten wurden als Imagines 
im Freien gefangen. Sie verlieren 
gegen 0,25 ihres Brennwertes. Bei 
den drei ersten Arten beträgt der 
Verbrauch 33 Proz. beim Spinner, 
40,3 Proz. beim Schwärmer und 
49 Proz. bei der Fliege. Werden 
die Werte für ausgeschiedene Stoffe 
(Harn, Eier) hinzuaddiert, so resul- 
tiert bzw. 59,5, 46,8 und 49,5 Proz. 
Reehnet man nun mit Prozenten 
des Raupengehalts, so erhält man 
bzw. 21,5, 23,5 und 22,95 Proz. 
In interessanter Weise ergibt sich 
wieder dieselbe Reihenfolge, wie 


Tabelle II. Hungerstoffwechsel verschiedener Insekten. 
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bei der Bilanz der Verwandlung!) und bei der Lebensdauer. Der Zu- 
sammenhang verdient auch bei anderen Arten geprüft zu werden. 


Die Kolonnen für Fett- und Eiweißverbrauch geben die Werte in Pro- 
zenten des Anfangsgehalts wieder. Es ergibt sich aus ihnen, daß viermal 
mehr Fett zersetzt wird, als Eiweiß, besonders in den kürzeren Experimenten 
von Slowtzoff. 


Den Anteil von Fett am kalorischen Stoffwechsel beleuchten die 
anderen drei Kolonnen, welche die Verteilung des ganzen Energieverbrauchs 
unter die drei Bestandteile darstellen. Mit Ausnahme des Wolfsmilch- 
schwärmers, bei welchem die Ausnutzung des Energievorrats sehr weit 
gegangen ist (wobei sich in allen bisher untersuchten Fällen der Anteil von 
Eiweiß stark vergrößert) beteiligt sich das Fett durchschnittlich mit 65 Proz. 
am Energieverbrauch. Von den anderen 35 Proz. entfällt nur ein kleiner 
Bruchteil auf Kohlehydrate, der Rest auf Eiweiß. Auch für den Hunger- 
stoffwechsel der Insektenlarven (Tenebrio, Bombyx) ergeben sich ähnliche 
Werte, nur der Anteil von Kohlehydraten ist größer. 


Wir möchten speziell betonen, daß bei allen untersuchten Insekten der 
Anteil des Fettes am Energiewechsel bedeutend größer ist. als der prozen- 
tuellen Zusammensetzung organischer Substanz ihres Körpers entspricht, 
so daß sich dieselbe infolge des Hungerstoffwechsels verändert. 


Diese Tatsachen widersprechen den Anschauungen von Bialaszewicz, 
die eingangs erörtert worden sind. Die Luftinsekten weisen besonders in 
kürzer dauerndem Hunger (Slowtzoff) einen viel größeren Anteil von Fett 
als von Eiweiß am Stoffwechsel (in Prozenten des Körpergehalts aus- 
gedrückt) auf. 


Es wird freilich in der Arbeit von Pilewicz?) zugegeben, daß bei den 
Insekten infolge großen Einflusses ökologischer Faktoren der Charakter 
des Hungerstoffwechsels von dem anderer poikilothermen Tiere abweicht. 
Diese Einschränkung nimmt aber dem Zusammenhang mit der Wärme- 
regulationsfähigkeit als einer die Art des Stoffwechsels bestimmenden 
unabhängigen Variabel ihre in der Theorie von Bialaszewicz angenommene 
allgemeine Bedeutung. Es wäre interessant, den Hungerstoffwechsel von 
Wasserinsekten von diesem Gesichtspunkte aus zu untersuchen. Wie unsere 
Kenntnisse vorläufig stehen, scheinen für die quantitative Beteiligung von 
Eiweiß und Fett am Umsatz verschiedener Tierarten im Hunger nicht nurdie 
kalorischen Werte dieser Stoffgruppen bestimmend zu sein, sondern auch 
andere Funktionen: vor allem ihre oder ihrer Zersetzungsprodukte stoffliche 
Eignung, die je nach den ökologischen Umständen verschiedene Bedeutung 
für die Ökonomie des Organismus besitzen kann. 


Zusammenfassung. 


Es wird beim frisch ausgeschlüpften und beim verhungerten 
Wolfsmilchschwärmer (Imago) der Gehalt an Trockensubstanz, Fett, 
Stickstoff, Chitin und Asche bestimmt und auf diese Weise der Hunger- 
stoffwechsel dieser Schmetterlinge untersucht. 


1) Vgl. Mitteilung IV, Tabelle XII. 
2) Vgl. Anmerkung 6, S. 76. 
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Die Verluste betreffen hauptsächlich das Fett, welches zu 70 Proz. 
zersetzt wird, wobei es die Hälfte des gesamten Energieumsatzes deckt. 

Kohlehydrate sind nur in kleiner Menge vorhanden, so daß das 
„Nicht-Fett‘ hauptsächlich aus Eiweiß besteht, welches zu 41,0 Proz. 
verbraucht wird. 

Der Wasserverlust ist so groß, daß der 'Trockensubstanzgehalt 
von 31,75 Proz. auf 44,3 Proz. steigt. 

Ein Vergleich mit den Werten, die von Farkas, Tangl und Slowtzoff 
für verschiedene Insekten angegeben wurden, ergibt, daß diese Resultate 
wenigstens bei Luftinsekten allgemeinere Geltung haben. 
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Über den Fermentstoffwechsel der Bakterien: 


I. Mitteilung: 
Atmung und Giykolyse bei Bacterium coli. 


Von 
P. Rona und H. W. Nicolai. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Charité.) 
(Eingeyangen am 18. März 1926.) 
Mit 17 Abbildungen im Text. 


I. 


Nachdem Warburg und Mitarbeiter?) in einer Reihe von Arbeiten 
bestimmte Vorgänge des Fermentstoffwechsels sowie die Atmung an 
überlebenden Gewebszellen auf gasvolumetrischem Wege untersucht 
hatten, wurde in unserem Laboratorium diese Methodik zuerst zur 
Bestimmung der Serumlipase und der Lipasevergiftung durch Urethane?) 
sowie neuerdings als wertvolles Mittel zur Untersuchung des Bakterien- 
stoffwechsels verwandt. Die vorliegende Mitteilung enthält die Ergeb- 
nisse, die bisher bei der Untersuchung der anaeroben und aeroben 
Glykolyse sowie bei der Atmung von B. coli gefunden wurden. 


II. 


Die Eichung der Gejfäße*) wurde in einer von der bisherigen etwas 
abweichenden Art vorgenommen. Die gasvolumetrische Methode ist von 
besonders hoher Genauigkeit: sie erlaubt, das Entstehen oder Verschwinden 
eines Gases je nach der Größe des Gefäßvolumens, der eingefüllten Flüssigkeit 
und der Natur des Gases mit einem Fehler von + 0,5 bis + 0,05 cmm 
festzustellen. Umgerechnet auf Massen entsprechen diese Fehler einer 
Größenordnung von 10-6 bis 10-8g je nach der Natur des Gases. Diese 
außerordentliche Empfindlichkeit bedingt eine ebenso große Sorgfalt bei 
der Behandlung der Apparatur, der Vorbereitung der Versuche und der 
Ausschaltung aller nur möglichen Fehler. 


1) Vorliegende Arbeit ist mit Unterstützung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und der Rockefeller-Stiftung ausgeführt worden. 

3) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 

3) Ebendaselbst 168, 197, 1925. 

4) Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Berechnungen hat Dr. Nicola: 
ausgeführt. 
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Zur Eichung wurden die in der üblichen Weise mit Kaliumbichromat- 
schwefelsäure gereinigten und sorgfältig getrockneten Gefäße an den 
Schliffen mäßig eingefettet durch längeres Hin- und Herdrehen an den 
Konus oder die Haube des Barometers angesetzt und mit Gummischnüren 
gesichert. Die konischen Stopfen und Retorten sind ebenfalls sehr fest 
und unter Anwendung leichter Gewalt einzusetzen, bis die Drehbewegung 
durch engste Annäherung beider Glasflächen erschwert ist. Bei Nicht- 
beachtung dieser Vorschrift ergeben sich bei der Eichung oder bei späteren 
Versuchen ansehnliche scheinbare Volumenänderungen des Gefäßes. 

So z. B. beim Umdrehen einer Retorte, deren vordere Öffnung einen 
Durchmesser von 9mm und deren Konus eine Neigung von 3935’ hat, 
eine Volumenabnahme von 10 cmm, wenn durch leichtes Eindrehen dabei 
die Retorte in axialer Richtung um 0,157 mm vorwärts bewegt und die 
Dicke des Fettmantels zwischen den Glasschliffen um 0,01 mm verringert 
wird. Scheinbare Gefäßveränderungen im Betrage zwischen 5 und 25 cmm 
sind bei derartigen Manipulationen keine Seltenheit. Da dieser Fehler 
proportional der Fläche des vorderen Durchmessers eines Ansatzstückes 
und dem cotg eeines Neigungswinkels ist, wird die Genauigkeit des 
Arbeitens erhöht bei Verwendung möglichst weniger und möglichst kleiner 
Schliffe. Es ist überhaupt ratsam, zu Arbeiten, bei denen erst im Laufe 
des Versuchs ein Substrat, Gift oder dergleichen hinzugefügt werden soll, 
Gefäße nach Art der weiter unten beschriebenen zu benutzen (s. Abb. 16). 

Bei der Eichung ist es von großer Wichtigkeit, die Barometer mindestens 
eine halbe, am besten aber etwa 1 Stunde bei völlig unter den Nullpunkt 
der Barometerskala heruntergedrehten Menisken stehenzulassen, damit 
alle Flüssigkeit ablaufen kann und die Kapillaren in höchster Annäherung 
leer sind. Der Grund für diese Forderung ist folgender. Zum Zwecke der 
Ermittlung des Gefäßvolumens wird bekanntlich ein Volumen v (begrenzt 
durch den Nullpunkt der Barometerskala) auf ein neues Volumen v, (be- 
grenzt durch einen höher gelegenen Punkt, z. B. 5,0) zusammengedrückt 
und die dabei erreichte Druckzunahme — h, oder h, — in Millimeter Brodie 
gemessen. Der Volumenunterschied der beiden Größen v und v, ist der Inhalt 
der Kapillare vom Skalenteil 0,0 bis 5,0 und es besteht die Beziehung 


vp = v (p + h). 


Ist nun bei der zweiten Einstellung die Kapillare noch nicht annāhernd 
abgelaufen, so wird nicht das ursprüngliche Volumen v, sondern ein etwas 
kleineres Volumen v’ zu dem Volumen v zusammengedrückt, wobei ein 
etwas kleinerer Wert h’ resultiert, als der ursprüngliche Wert hk, und es 
besteht die Gleichung 


vp = (v—dv)p = vp + k’) 
oder der Fehler: 


wobei dv das Volumen der an der Kapillarwand haftenden Flüssigkeit 
darstellt. 

Ist z. B. bei nicht genügendem Zuwarten der nächste Wert bereits nach 
10 Minuten bestimmt worden, und waren noch 0,5cmm Brodie an den 
Wänden haften geblieben, so ergibt sich bei einem Volumen des Gefäßes 
von 5,0ccm ein Abweichen des Wertes von h um 3 mm nach unten. Die 
Dicke der an der Kapillarenwand (1,2 mm Durchmesser) haften gebliebenen 
Brodieschicht betrüge im Mittel 0,008 mm. 


6* 
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Der Fehler ist also abhängig von der Größe des Gefäßes überhaupt 
und von der Zeit des Ablaufens, da dv eine Funktion der Zeit ist, für die in 
erster Annäherung die Gleichung gilt: 


wobei C und Hr eine Konstante und V, — v die jeweils noch an der 
Kapillarenwand haftende Flüssigkeitsmenge darstellt. Die Gleichung 
gilt in hoher Annäherung nur für Kapillaren von 1,2 mm aufwärts. 

Das Volumen des Gefäßes wird nun ermittelt, indem die Bestimmungen 
von Ah, und Ah, mit und ohne Einfüllung eines Hilfsvolumens a erfolgen, 
und aus diesen drei bekannten Größen nach der Formel 


ha 
MIET, 

berechnet. Das Hilfsvolumen a wurde dabei bisher als ein abgemessenes 
Quantum Wasser eingefüllt. Wie sehr viele Beobachtungen bei einer großen 
Reihe von Eichungen zeigten, stellt sich der Meniskus der linken Barometer- 
seite hierbei nur langsam in eine Ruhelage ein. Besonders deutlich ist das 
bei den Bestimmungen von h, zu beobachten, wo nur selten ein einmal 
gefundener Wert bei weiteren Bestimmungen reproduziert werden kann. 
Die Besonderheit dieser Schwankungen, die vornehmlich dann in Erscheinung 
treten, wenn der Überdruck ein großer ist, führte zu der Vermutung, daß 
es sich um eine verzögerte Einstellung des Gleichgewichts 


Partialdruck der Gase im Gasraum 
Partialdruck der Gase in der Flüssigkeit 


handelt. Es wurden deshalb Eichungen nur noch ausgeführt, indem das 
Hilfsvolumen a als eine gewogene Menge Hg eingefüllt wurde, dessen Ab- 

sorptionskoeffizient gleich Null ist. 
Fehler von v 180 1930 20,0 210 h; Bei dieser Methode stellten sich die 
Menisken jederzeit sofort ohne nach- 
trägliche Änderung ein, und esgelang, 
den einmal gefundenen Wert beliebig 
oft zu reproduzieren, wenn nicht 
größere Luftdruckschwankungen auf- 
traten. Jedenfalls traten nie mehr 
Schwankungen bis zu 10 mm auf, die 
die Berechnung eines Mittelwertes 
von nur recht problematischer Be- 


HIHI? HL A C sm deutung erlauben. 
VRR Ki E Jeder Fehler von Ah, überträgt 


sich auf die Berechnung von v. Die 
Größe dieses Einflusses hängt ab von 
dem Verhältnisa:v, d.h. derrelativen 
Füllung des Gefäßes mit einem Hilfs- 
f volumen bei der Ermittlung von hz. 
2 Ein gleich großer Fehler von A, kann 
ein Volumen v noch mit einem Fehler 
von weniger als 1 Proz. bestimmen bei 
relativ großem a (= 3⁄4 v) und kann 
bei geringer Füllung (a = Y,v) einen Fehler von über 10 Proz. (!) bei der 
Berechnung von v ergeben. Diese Zusammenhänge zeigt die Kurvenschar 
Abb. 1, die für den Fall errechnet wurde, der tatsächliche Wert von Ah, 








Abb. 1. 
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sei 19,0 cm. ‘Auf der Abszisse wurden die Werte von kh, auf der Ordinate 
die von v eingetragen, die Kurven stellen die Zusammenhänge beider bei 
verschiedenen o: v dar und sind mathematisch Stücke aus einer Hyperbel 
von der Gleichung v = a.f(h.). Es ist aus der Abbildung ersichtlich, 
daß bei a = 34v bei Abweichungen von + 5mm vom wahren Wert Ah, 
die Kurve noch vollständig in einem schraffierten Fehlerbereich von 
+ 1 Proz. für v bleibt, daß dagegen bei gleich fehlerhafter Bestimmung 
von h, und bei a = 1 v die Fehler von v bereits auf — 2,5 bzw. + 2,9 Proz. 
steigen, usw. Hierbei wurde angenommen, daß A, richtig ermittelt sei. 
Fehler von + 2mm in der Bestimmung von h, ergeben Begleitbereiche 
für die h,-Kurven, welche noch deutlicher zeigen, daß eine möglichst große 
relative Füllung des Gefäßes bei der Eichung die Bedingung für die Ein- 

schränkung der Fehler ist. 


Wenn nun auch die Minimumbedingung für den Fehler ein möglichst 
großer Wert v : a ist, so wird doch andererseits bei wachsendem a die Größe 
h, immer kleiner, da 
v—a 

v 


und da Ah, bei der begrenzten Länge des Barometerschenkels nicht über 
24 bis 27 cm hinauswachsen kann. Die Größe h, darf nicht unter 4 bis 5 cm 
sinken, damit die bei der Ablesung dieser Größe entstehenden wahrschein- 
lichen Beobachtungsfehler bestimmt unter 1 Proz., also unter 0,4 bis 
0,5 mm bleiben. Diese Bedingung ist nach obiger Gleichung erfüllt, wenn 
das Verhältnis v/a nicht über 6/5 hinausgeht. 


Wie erreicht man nun, daß die Skale für A, möglichst in ihrer ganzen 
Länge ausgenützt wird, daß h,:h, = v:v— a = etwa 4 bis 6 wird? Für 
die Bestimmung gilt auch die Gleichung (S. 83) in der Form 


W+u)p=v(ip+h,)). 


wobei or das Volumen der Kapillare sein soll, die beim Komprimieren gefüllt 
wird. Für den Nullpunkt 3cm ist bei einer 1,2-mm-Kapillare or = 34; 
ferner p = 10000, h, sei = 250. v ist dann 1,35 ccm, d.h. das Gefäß muß 
bei der Bestimmung von h, so weit mit Hg gefüllt werden, daß nur noch 
annähernd 1,35 ccm Luft bleiben. Es folgt daraus, daß man Gefäße mit 
einem Volumen von beispielsweise 5,5 ccm Inhalt noch mit einem günstigen 
Verhältnis v:a (4/3) eichen kann. Bei kleineren Gefäßen den Nullpunkt 
noch weiter herunterzusetzen, also den Wert o zu verkleinern oder engere 
Kapillaren zu nehmen, hat, wie die Erfahrung zeigt, keinen Zweck, da 
die errechneten Vorteile in der Praxis nicht mehr bestehen. 


hı = hg 





Zusammenfassend sei also wiederholt betreffs der Eichung 


l. alle Schliffverbindungen müssen zum Zweck der Konstanz des 
Gefäßvolumens besonders sorgfältig zusammengesetzt werden; 


2. die Ablesungen dürfen nur in größeren Abständen vorgenommen 
werden (am besten 1 Stunde); 


3. die relative Füllung (a : v) muß möglichst groß sein (am besten nicht 
unter 3:4); 


4. die Füllung muß mit Hg statt mit Wasser vorgenommen werden; 


5. als Kapillarenweite hat sich ein lichter Durchmesser von 1,2 mm 
am besten bewährt. 


86 P. Rona u. H. W. Nicolai: 


III. 


Als Pufferlösung wurde eine Ringerlösung benutzt, wie sie bereits von 
Warburg angegeben ist. Für bestimmte Versuchszwecke wurde zu dieser 
Ringerlösung eine wechselnde Menge einer 1,26proz. Bicarbonatlösung 
hinzugefügt. Zur Vereinfachung bezeichnen wir eine Ringerlösung ohne 
Bicarbonat mit R (0) und eine solche, die pro 100 ccm z. B. mit 10 ccm 
einer isotonen Bicarbonatlösung versetzt wurde, mit R (10). Als weitere 
Pufferflüssigkeit wurde gelegentlich eine Mischung von m/l5 primärem 
und m/l5 sekundärem Phosphat nach Sörensen verwandt und dafür die 


Bezeichnung Ph z gewählt, wobei m und n die Teile primären bzw. sekun- 


dären Phosphats bedeuten, die zur Mischung kamen. Die Messung der h 
in dem jeweiligen Reaktionsgemisch wurde in der Becherelektrode nach 
Ernst Mislowitzer!) vorgenommen, die in Verbindung mit dem Potentio- 
meter eine pg-Bestimmung auch bei Mengen unter Leem in einfachster 
Weise erlaubt. # Da es sich um eine Chinhydronmessung handelt, erfordert 
die ganze Bestimmung nur eine halbe Minute und ist daher für Serien- 
untersuchungen besonders geeignet. Eine Differenz zwischen der Messung 
mit der Wasserstoffelektrode und der Chinhydronelektrode bestand nach 
unseren Versuchen auf der sauren Seite von De = 7,5 nicht. 


IV. 


Da nach Angabe einiger Arbeiten beim aeroben Zerfall von 
Substraten (z. B. Glycerin durch B. subtilis) das Auftreten von 
Wasserstoff zu erwarten war, wurde zum 
#g-Napf Nachweis dieses Gases ein besonderes Gefäß 
; konstruiert, in dessen Haube ein Platindraht 
eingeschmolzen wurde (Abb. 2) Die beiden 
Enden dieses Drahtes sind in zwei Queck- 
silberpfannen auf der Decke des Helms abgeleitet 
und werden zum Zwecke der ' H-Bestimmung 
Abb. 2. mehrere Male kurz mit den Polen einer Akku- 
mulatorenbatterie verbunden. Nach dem Tem- 
peraturausgleich im Gasraum entsprechen zwei Drittel der Volumen- 
abnahme dem nachgewiesenen Wasserstoff. 

Beispiel. Gefäß 6. Volumen = 5,7löccem. k = 0, 503. Füllung mit 
lproz. Wasserstoff, der in einer Gasbürette durch Mischen mit Luft her- 
gestellt wurde. Nach Einstellen des linken Manometerschenkels auf 21,8 
wurde mehrfach geglüht und nach einer halben Stunde abgelesen. Aus 
der Druckabnahme von 163 mm ergibt sich eine Volumenabnahme von 
82cmm, die zu zwei Dritteln, also 54,6cmm auf Wasserstoff entfällt; berechnet 
waren 57,2cmm H, vorhanden. 
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vV. 

Für manche Untersuchungen ist es wichtig, zu wissen, ob die während 
einer Spaltung im Gasraum erscheinende CO, durch eine fixe Sāure aus 
der bicarbonathaltigen Ringerlösung verdrängt wurde (Äquivalentkohlen- 
säure) oder unmittelbar bei der Spaltung, wie z. B. bei einer alkoholischen 
Gärung entstanden ist (Gärungskohlensäure). Zur Entscheidung dieser 


1) Diese Zeitschr. 159, 76, 1925. 
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Frage haben wir zum Teil Parallelversuche angestellt, bei denen R (0) 
und R (10) nebeneinander unter sonst gleichen Bedingungen angewandt 
wurden. Die bei R(0) gemessene CO, ist unbedingt nur als Gärungs- 
kohlensäure aufzufassen. Da indessen die Wasserstoffzahl beider Lösungen 
verschieden ist und auch die R (0) durch die Säurespaltung der Substrate 
bei völlig fehlender Pufferung sehr bald eine hohe h bekommt, eignen 
sich derartige Parallelversuche als inkommensurable Größen nicht zur 
quantitativen Trennung der verschiedenen Kohlensäuren. 

Es wurde deshalb in einer Reihe von Versuchen die Retorte der Gefäße 
mit einer kleinen Menge verdünnter Schwefelsäure beschickt und diese 
nach dem Versuch in den Trog eingegossen und somit diejenige CO, aus 
dem Bicarbonat frei gemacht, die noch nicht durch fixe Säuren während 
einer Spaltung verdrängt worden war, also die ‚„Komplementkohlensäure““. 
In einem Parallelversuch wurde in einer abgemessenen Menge der gleichen 
Ringerlösung der CO,-Gehalt bestimmt!). 


VI 


Die Messung der aeroben Glykolyse und Atmung nebeneinander wurde 
zum Teil nach der von Warburg gegebenen Methode, d. h. mit verschiedenen 
Flüssigkeitsmengen in zwei Gefäßen vorgenommen. Da indessen für die 
vorliegenden Versuche beliebig viel Material vorbereitet und genau ab- 
gemessen werden kann, bedienten wir uns in einfacherer Weise folgender 
Versuchsanordnung: Gefäß I wurde mit CO, in O, gefüllt, Gefäß II nur 
mit O, und außerdem mit KOH in der Retorte beschickt. Gefäß III bleibt 
wie bei Warburg ein Versuch zur Ermittlung der anaeroben Glykolyse. 
Die Ablesungen in II werden unter Verwendung von ko, für dieses Gefäß 
umgerechnet und ergeben den tatsächlichen Sauerstoffverbrauch der Zellen. 
Derselbe Sauerstoffverbrauch muß auch für die Zellen in Gefäß I ange- 
nommen werden; er würde dort unter Verwendung von ko, für Gefäß I 
und Umrechnung eine bestimmte Druckabnahme bedingt haben, wenn 
hier nicht gleichzeitig auch Kohlensäure auftreten würde. Die Differenz 
aus der berechneten und der tatsächlich in I beobachteten Druckveränderung 
ist auf CO, zurückzuführen und gestattet ohne weiteres, auch dieses Gas 
mit Hilfe von kco, zu bestimmen. 

Es müßte übrigens auch möglich sein, diese Methode auf Gewebs- 
schnitte anzuwenden, wobei nur noch das verschiedene Schnittgewicht 
in Rechnung gezogen werden müßte. 


VII. 


Zur Methodik sei schließlich noch folgendes mitgeteilt. Bei Verwendung 
von Phosphatpuffern erübrigt sich bei aeroben Versuchen, die die Messung 
des Sauerstoffverbrauchs zum Ziele haben, eine KOH-Vorlage, da die 
gesamte Kohlensäure bei physiologischer A gebunden wird. Anserobe 
Versuche mit Phosphatpuffern zur Messung der CO. Bildung sind also nicht 
möglich?). 

Die Anoxybiose wurde durch völlige Beseitigung der vorhandenen 
O,-Reste in dem käuflichen Gas gewahrt. Die Gasmischung wurde zu diesem 


1) Vgl. hierzu Negelein, diese Zeitschr. 158, 127, 1925. 
3) Diese Eigentümlichkeit kann vorteilhaft zu einer bequemen und 
schnellen Analyse des angewandten Gasgemisches benutzt werden. 
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Zweck durch ein Verbrennungsrohr geleitet, das mit einer 40 cm langen, 
dicht gewickelten Rolle aus Kupferdrahtnetz (560 Maschen pro Quadrat- 
dezimeter) beschickt war, die vor jedem Versuch frisch reduziert wurde. 


Die Schüttelgeschwindigkeit betrug während der Versuche etwa 
100 pro Minute. ` . 


VII. 


Als Versuchsmaterial diente eine Reinkultur von B. coli, dio wiederholt 
auf ihre biologischen Eigenschaften mit der ‚bunten Bebe" und fast 
täglich im Grampräparat auf ihre Reinheit geprüft wurde. Die Kulturen 
wurden in dreitägigem Wechsel durch Bouillon weitergeführt und täglich 
auf Schrägagar vom Py 7,2 geimpft. Nach etwa 20 Stunden Aufenthalt 
im Brutschrank wurden die Kulturen in Eiswasser gekühlt und mit eis- 
gekühlter R (0) oder R (10) während 10 bis 15 Sekunden mit einigen energi- 
schen Schüttelbewegungen abgewaschen. Die vorherige Kühlung ist deshalb 
gewählt worden, weil sonst erhebliche Anteile des Nährbodens in Lösung 
gehen. Die beim Abwaschen entstehende Suspension ist leicht milchig 
getrübt, je nach dem Bakteriengehalt, und wird zum Versuch unter Um- 
ständen noch etwas mit Ringerlösung verdünnt. Vor dem Abmessen der 
Versuchsmengen muß die Suspension durch längeres Schütteln im Re- 
agenzglas völlig homogen werden, so daß mit bloßem Auge keine einzelnen 
Teile oder Schlieren mehr erkennbar sind; zur größeren Sicherheit empfiehlt 
es sich, durch ein kleines Filter alle gröberen Partikelchen zurückzuhalten. 


Große Schwierigkeit bereitete anfangs die Mengenbestimmung der 
Bakterien. Zunächst wurde versucht, durch Abschleudern im Hämatokrit 
den Gehalt der Suspension zu ermitteln. Es wurde dabei ein Sediment 
von 1, bis 2 Proz. gefunden, das indessen noch zum Teil mit Nährboden- 
bestandteilen vermischt war; die Zahlen hatten also keinerlei Bedeutung. 
Weiterhin wurde versucht, den Trockenrückstand der Suspension, der 
nach dreitägiger Trocknung im Exsikkator gewichtskonstant verblieb, 
als Maß der Bakterienmenge anzunehmen und die Stoffwechselvorgänge 
auf diese Einheit zu beziehen; es zeigte sich aber auch hier, daß der störende 
Einfluß bei den außerordentlich geringen Bakteriengewichten von wenigen 
Milligrammen pro Kubikzentimeter schon bei sehr geringen Nährboden- 
beimengungen mehr als 100 Proz. betrug. Auf ein mehrfaches Auswaschen 
mit der Zentrifuge wurde verzichtet, um eine Schädigung der Zellen zu 
vermeiden, die bei zu vielseitiger Manipulation leicht eintreten kann, wie 
auch die Dialysierverfahren hier völlig übergangen werden können. Wir 
haben uns darauf beschränkt, einfach in der Zeiss- Thomaschen Zählkammer 
zu zählen, und zu diesem Zweck bei Ansetzung eines jeden Versuchs eine 
abgemessene Menge Suspension — 0,1 bis 0,3 ccm — mit einigen Kubik- 
zentimetern Wasser verdünnt, Leem Carbolmethylenblau hinzugefügt und 


das ganze auf 500 ccm aufgefüllt. Aus drei Zählungen wurde das Mittel 
genommen. 


Bedeutend bequemer ist die Zählung im Dunkelfeld. Die Suspension 
wird zu diesem Zweck in dıe Quarzkammer gebracht und mit Okular 20 
und Objektiv 20 durch eine quadratische Okularblende betrachtet, deren 
Seitenlänge vorher mit dem Objektmikrometer gemessen wurde. Es werden 
drei bis fünf Gesichtsfelder durchgezählt und das Mittel genommen. Die 
Konzentration unserer Suspensionen betrug etwa 1 bis 5. 10° pro Kubik- 
millimeter. 
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IX, 


Es sei schließlich, obwohl es ein Ergebnis dieser und weiterer 
Arbeiten vorwegnimmt, schon jetzt bemerkt, daß die Quotienten Qo,, 
Qco, usw., die sich analog den Warburgschen Größen ergeben, wenn 
man den Umsatz während einer Stunde auf eine bestimmte Zellenzahl 
bezieht, nicht innerhalb so enger Grenzen festliegen, wie das z. B. bei 
den verschiedenen Geweben gefunden wurde; vielmehr lassen sich 
Schwankungen in weiteren Grenzen, die wohl in dem Alter der Kultur, 
ihrer fortschreitenden Degeneration auf den künstlichen Nährböden 
und ähnlichen Faktoren ihren Grund haben. Diese mehr bakteriologisch- 
biologischen Fragen wurden nicht untersucht, weil sie über den Rahmen 
der Arbeit hinausgehen. 

Wir konnten dagegen feststellen, daß bei einer frischen Kultur, 
die wir mehrere Male während der Arbeit verwandten, die volle Leistungs- 
fähigkeit wieder gefunden werden konnte. Auch bei einer gealterten 
Kultur ändert sich der Stoffwechsel, d. h. die Art, in der die Substrate 
abgebaut werden, nicht; er bleibt charakteristisch für die betreffende 
Bakterienart. Der Unterschied zwischen den verschiedenen Bakterien, 
die wir außer Coli bisher untersuchten, besteht also nicht so sehr in 
der bei den verschiedenen Geweben beobachteten verschiedenen Ge- 
schwindigkeit, mit der ein bestimmtes Substrat, beispielsweise Zucker, 
anaerob oder aerob gespalten wird, sondern in der Fähigkeit, anaerob 
oder aerob das eine oder das andere Substrat überhaupt verwerten 
zu können. 


Experimenteller Teil. 
1. Anaerobe Spaltung von Giykose durch B. coli in 5 proz. CO, in N. 


Bei der Einwirkung von B.coli auf Glykose unter anaeroben 
Bedingungen ist stets eine starke gleichmäßige Druckzunahme zu 
beobachten, wenn das Ferment-Substratgemisch in R (10) oder R (20) 
suspendiert ist. Aus dem reichen uns zur Verfügung stehenden Versuchs- 
material sei ein Protokoll mitgeteilt (s. Abb. 3): 














GefiBaummer EE | 3 7 9 11 | 0. 
Kaes ee 1,17 0,96 1,04 11 1.1 
RC Gi + t apron Glykose . | 5,0 — 5,0 5,0 5,0 
BER Kë 1,0 1,0 10 | 1 
I SEN |Thermobarometer 5,0 — E n 
Nach 0 Minuten . . | 0 0 0 0 0 
Del +1 101 98 96 
„a o. e +15 | 153 1455 | 147 
i í | -15 +20 | 1825 | 17 175,5 
Inocmm...... d O 104 106 104 
0 158,5 | 1588 | 160,5 
| 05 | 188 | 190 191 
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Die Genauigkeit, mit der diese anaeroben Spaltungen stets in 
verschiedenen Gefäßen das gleiche Resultat ergeben, macht diesen 
Versuch als Kontrolle für die richtige Eichung der Gefäße sowie als 
Übungsversuch für Anfänger in hohem Maße geeignet. 


200 
180 


0 10’ 20' 30' 


Abb, 3. 
C Oze Bildung bei der anaeroben Glykolyse in R (10). 


Es erhebt sich hierbei die Frage, ob diese Kohlensäuremengen bei 
der Spaltung des Zuckers direkt entstehen, oder ob sie erst durch fixe 
Säuren aus dem Bicarbonat ausgetrieben werden, inwieweit die Bakterien 
allein, ohne Zucker, unter anaeroben Bedingungen Kohlensäure ab- 
spalten, und in welchem Maße die A, die Temperatur, die ver- 
schiedene Konzentration von Bakterien und Substrat die Geschwindig- 
keit der Kohlensäurebildung beeinflussen. 


Die erste Frage wird qualitativ mit der durch die verschiedene 
h bedingte Einschränkung beantwortet, indem man einen Parallel- 
versuch in R (0) und R (20) anstellt. 


Tabelle zu Abb. 4. 
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Nach Umrechnung in Kubikmillimeter ergibt sich die graphische 

Darstellung in Abb. 4, aus der deutlich hervorgeht, daß die Kohlen- 
säure ihren Grund im Auftreten fixer Säuren hatte. 


mm GO 
SE 





Abb. 4. 
Anaerobe Zuckerspaltung in R (0) und R (10). 


Verfolgt man die Druckänderungen von Bakterien allein, ohne 
Zucker, so ergibt sich, wie bereits aus den beiden eben. mitgeteilten 
Versuchen im Leerversuch zu sehen ist, nur eine ganz geringfügige 
positive Schwankung, die in dieser Stärke wohl bei allen lebenden 
Zellen zu beobachten ist und ihren Grund in der Abgabe von Säuren 
hat, die beim Zerfall der Eigensubstanz aufzutreten pflegen. Auch 
größere Agarmengen ändern diese Säurebildung unter anaeroben 
Verhältnissen nicht. 

Der Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration bei der anaeroben 
Zuckerspaltung kann nur innerhalb enger Grenzen untersucht werden, 
nämlich zwischen pg = etwa 5,5 und etwa 8,5, entsprechend einer R (5) 
und einer R (20), die mit einer 5proz. CO, im Gleichgewicht steht. Ein 
merklicher Unterschied ist hierbei nicht festzustellen; erst an der 
alkalischen Grenze des Bereichs scheint die Spaltung etwas langsamer 
zu werden, wenn man zu noch höheren Bicarbonatzusätzen übergeht. 
Nach der sauren Seite zu ist eine Untersuchung nicht möglich, weil in 
Acetatpuffern kaum mehr eine Druckzunahme beobachtet werden kann, 
in Phosphatpuffern die CO, sofort verschwindet und in einer reinen 
Ringerlösung die frei werdenden Säuren die py alsbald soweit nach 
der sauren Seite verschieben, daß die Spaltung aufhört, wie später 
gezeigt wird. 
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Um den Einfluß der Temperatur kennenzulernen, wurde mit der 
gleichen Bakterienmenge zu gleicher Zeit eine Spaltung bei 30,8° und 
bei 37,54° vorgenommen. Bei gleichbleibender Geschwindigkeit des 
Abbaues in jedem Gefäß verhielten sich die umgesetzten Mengen nach 
30 Minuten wie 134 : 228 oder wie 1:1,7. Die gleichzeitige Prüfung 
des O,-Verbrauchs bei den Temperaturen 22,9, 30,8 und 37,450 bei 
ebenfalls geradlinigem Verlauf der Spaltung ergab das Verhältnis 
75 : 134,5 : 234 nach 25 Minuten oder 0,54: 1: Lu. Der Temperatur- 
koeffizjent ist also zwischen 2,2 und 2,5 für 10°C (s. Abb. 5). 





Abb. 5. 
Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur. 


' Ändert man bei allen diesen Versuchen ebenso wie bei aeroben 
nichts als die Bakterienmenge, so bleibt der Umsatz den angewandten 
Mengen proportional; ändert man die Zuckerkonzentration, so läuft die 
Spaltung unabhängig von der Menge des anwesenden Zuckers — es 
wurden Lösungen von 0,25 bis 6 Prom. untersucht — bei jeder Kon- 
zentration mit derselben Geschwindigkeit ab, um erst aufzuhören, wenn 
der ganze Zuckervorrat erschöpft ist. Besonders deutlich ist das aus 
den Versuchen (Abb. 6 und 18) zu ersehen. 


Tabelle zu Abb. 6. 

















Gefäßnummer `... . . to 1 2 3 
1,0 R (10) mit... ... | 06mg Z | 03mg Z | 0,15mg Z 
cmm cmm cmm 
Nach 0 Minuten | 0 0 0 
„3 12 12,5 9 
a Ohi -y 23 ' 225 11 
p 9 S 35 33 11,5 
„ 14 = 63,5 39 11,5 
„ee , 70 43 11,5 
„4 „ 91 44,5 11,5 
„ 29 S — 44,5 11,5 
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Daß der Zucker tatsächlich vollständig 
gespalten ist, wurde durch mehrfache Mikro- 
bestimmungen nach Hagedorn-Jensen und 
nach Mislowitzer bestätigt, sowie ferner da- 
durch, daß Spaltungen nach bestimmten 
Zeiten unterbrochen und die gesamte von 
Anfang bis zum Ende gebildete CO, zu dem 
verschwundenen Zucker in Beziehung ge- 
setzt wurde. Ein solcher Versuch ist aus 
Tabelle S. 102 und Abb. 17 ersichtlich. 


Als schließliches Ergebnis sei noch zu 
den anaeroben Spaltungen bemerkt, daß 
nach völligem Sistieren der CO,-Bildung, 
also nach völligem Verschwinden des 
Zuckers die Spaltprodukte aerob unter 
erheblichem ` CO. Verbrauch weiter ver- 
atmet werden, ohne offenbar während 
längerer Zeit verbraucht zu werden. So 
zeigt der folgende Versuch, bei dem nach 
45 Minuten keine CO, mehr gebildet 


wurde, noch nach weiteren 114, Stunden ` 


Aufenthalt in der Luft einen gleich, 
mäßigen O,-Verbrauch (s. Abb. 7). 


Tabelle zu Abb. 7. 
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Abb. 6. 


Anaerobe Glykolyse 
bis zum Verschwinden des 
Zuckers bei verschiedenen 

Konzentrationen. 





Nach 5 Minuten j 30,4 
„lo , an 69,9 
„ 12 S gef e 89,5 
„20 „ Re | 121,0 


Der Versuch wurde bis zum Sistieren der COz-Bildung forts 
gesetzt, die nach 45 Minuten völlig aufhörte. Das Gefäß wurde 


gelüftet, die Retorte mit NaOH beschickt. 


Nach 5 Minuten . . . " 9,8 
„20 , a | 19,5 
„5: „ Dry 30,0 
20: 5 Be 40,4 





Der Sauerstoffverbrauch hielt mit gleicher Geschwindigkeit 


noch 11/, Stunden an. 


CO, 
R (10) mit 2 Prom. Zucker 


| 


a mit Nat H,Absorption 
K 10) mit 2 Prom. Zucker 














19,5 
37,6 
55,5 
75,0 


Der Versuch wurde ausgeführt, 

um den Unterschied des Sauers 

stoffverbrauchs bei der Ver: 

atmung von reinem Zucker und 

beider Veratmung seiner anaerob 

gebildeten Spaltprodukte in Ges 
fäß 1 festzustellen. 
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bei Veratmungd. 
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Abb. 7. Veratmung des Zuckers und seiner anaerob gebildeten Spaltprodukte. 


Zusammenfassend ist also zu den anaeroben Versuchen folgendes 
zu bemerken: 

Bei Abwesenheit von O, spaltet Coli Glykose in zwei Säuremoleküle 
auf. Die Menge des gespaltenen Zuckers ist proportional der Menge 
der Bakterien, hängt aber nicht von der Zuckerkonzentration innerhalb 
bestimmter Grenzen ab. Die Wasserstoffionenkonzentration beginnt 
in einem Bereich, das saurer ist als etwa 5,0, diese Spaltung zu hemmen; 
im Bereich von etwa 5,5 bis 8,5 ist die Reaktionsgeschwindigkeit in 
höchster Annäherung die gleiche. Mit steigender Temperatur geht 
auch der Abbau schneller vor sich, der Koeffizient ist 2,2 bis 2,5 pro 
10°C. Die Spaltung geht bis zum völligen Verschwinden des Zuckers, 
die dabei entstehenden Spaltprodukte werden aerob weiter veratmet 
und reichen dabei im Vergleich zur Spaltungszeit viel länger aus. 
Die Bakterien allein ohne Zucker bilden nur eine verschwindend 
geringe Säuremenge, die praktisch völlig vernachlässigt werden kann. 
Die Anwesenheit von Nährbodenbestandteilen in geringen Mengen, 
wie sie bei der Gewinnung der Bakterien in die Suspension mit hinein- 
gelangen, ändert an den Resultaten nichts. 


2. Aerobe Atmung und Giykolyse bei Bacterium coli. 

In ähnlicher Weise, wie bei den anaeroben Untersuchungen wurde 
auch unter aeroben Bedingungen zunächst ermittelt, inwieweit die 
Bakterien allein O, verbrauchen oder atmen, sodann nach Prüfung 
der Frage, ob nachweisbare H,-Mengen entstehen, die Beziehungen 
zwischen der entstehenden CO, und dem verschwundenen O, zum 
verbrauchten Zucker untersucht und schließlich die Einflüsse wechselnder 
Konzentrationen von Ferment, Substrat und Wasserstoffionen geprüft. 
Betreffs Temperaturabhängigkeit siehe oben. Der Sauerstoffverbrauch 
der Bakterien allein ist nur geringfügig. Er kann daher praktisch 
vernachlässigt werden, wie der folgende Versuch zeigt, der mit einer 
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ziemlich konzentrierten Emulsion angestellt wurde. In den Retorten 
der Gefäße befand sich NaOH in 30proz. Lösung. 

Inwieweit wechselnde Mengen von Bakterien oder Substrat die 
Umsatzgeschwindigkeit beeinflussen, ist aus zwei weiteren Versuchen 
zu ersehen. Der Sauerstoffverbrauch ist ausschließlich von der Menge 
der anwesenden Bakterien abhängig, dagegen von der Konzentration 
des Zuckers unabhängig, wenn diese zwischen 6 und 0,5 Prom. schwankt; 
höhere Konzentrationen wurden nicht angewandt (s. Abb.8 und 9). 


Tabelle zu Abb. 8. 
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Gefäßnummer . ....... | 1 | 2 3 4 
Bakterienkonzentration . . . . 0,5 1/, 0,5 Us 0,5 1, 0,5 Le 
R(10) mit Zucker. ... - 1,0 1,0 1,0 1,0 
cmm cmm cmm cmm 

Nach 0 Minuten . .. 0 | 0 0 0 
„0 „ eh 563,5 | 28,5 12,8 4,5 
„0 , SKS 80,5 | 85 19,5 6,5 


Nach 0 Minuten 
10 e 





Abb. 8. Abb. 9. 
Oz»Verbrauch bei verschiedenen Og»Verbrauch bei verschiedenen 
Bakterienkonzentrationen. Zuckerkonzentrationen. 
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Eine Bildung von Wasserstoff konnte in keinem Falle beobachtet 
werden, der Verbrennungsversuch verlief regelmäßig negativ. 

Neben dem Sauerstoffverbrauch unter aeroben Bedingungen 
findet auch eine CO,-Bildung statt, die bei den bisherigen Versuchen 
manometrisch nicht bestimmt, sondern durch die Absorptionsflüssigkeit 
aus den Ablesungen ausgeschaltet wurde. Die folgenden Versuche 
hatten den Zweck, die Teilnahme beider Gıse an dem Chemismus der 
Bakterien festzustellen. Die Durchführung nach der verbesserten 
Methode Warburgs ergab keine Unterschiede gegenüber der in der 
Einleitung angegebenen Methode. In beiden Fällen zeigt sich über- 
einstimmend, daß zunächst größere Säuremengen auftreten, die zum Teil 
aus Gärungs-CO, bestehen. Später tritt diese hinter der durch fixe 
Säuren ausgetriebenen anscheinend zurück. Man kann dieses Phänomen 
schwer deuten, und es sei zunächst nur festgestellt, daß zwischen der 
anaeroben CO,, der aeroben CO, und dem aeroben O, gewisse Pro- 
portionen bestehen, die in hoher Annäherung immer wiederkehren. 


Tabelle zu Abb. 10 und 11.. 








Gefäßnummer 
0,00 
(e 10) Z ET 

Bakterien 0,25 0.25 
Gemischt nach 120” dn 
EE mm mm 
Nach 5 Minuten + 14,0 0 

R 210 | +25 

4 24,0 3,5 

n 28,0 5.0 

S 33,5 4,0 

n 42,0 1,0 
ko; ‚86, 049,| 0,43 
ECO: e, | 08 049 | 0.60 061 | 084, 


Untersucht man den Druckablauf, so zeigt sich, daß er nicht überall 
stetig ist; für die Versuche in R (10) wurde die Zeit zwischen 15 und 45 Mi- 
nuten zur Berechnung von y, dem Verhältnis CO,:0O,, herangezogen, 
für die Versuche in R (0) die Zeit von 10 bis 20 Minuten, wie dies in Abb. 10 
angedeutet ist. 

Es ergibt sich dann: 

y für R (10) = 1,47 
und y für R(0) = 5,0 


Abb. 11 zeigt dann den Sauerstoffverbrauch und die CO,-Bildung bei 
aerober Glykolyse. Als Vergleich ist die bei der anaeroben Glykolyse frei 
werdende CO, mit eingezeichnet. Die in Abb. 10 anfänglich stärkere 
Steigung der R-(10)-Kurven deutet darauf hin, daß anfänglich mehr CO, 
entsteht, als später; der Verlauf der R-(0)-Kurven läßt vermuten, daß diese 
anfänglich stärkere CO,-Bildung nicht allein durch fixe Säuren aus- 
getrieben, sondern vom Zucker abgespalten wird. 
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Schließlich wurde auch noch ein ` oa? 
Versuch gemacht, die Abhängigkeit 
der Zuckerspaltung unter aeroben 
Bedingungen von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration zu ermitteln. 
Zu diesem Zwecke wurde die 
Apparatur!) zur Untersuchung der 
Esterspaltung durch Lipase nach 
Rona und Ammon benutzt. Die 
Bakterien von zwölf Röhren wurden 


& 
in 100 ccm R (0), in denen 5 Prom. 7 d Sache SS. 
Zucker gelöst waren, suspendiert u d fl ? 
und das ganze durch ein Rührwerk A 


l 
in einem Wasserbad von 37° in La ng5-C0z 
ständiger Bewegung erhalten. In die 
Flüssigkeit tauchte eine Glocken- 
elektrode ein, deren Potential gegen 
eine gesättigte Kalomelelektrode 
von Zeit zu Zeit mit dem Potentio- 


meter gemessen wurde. Der Ver- 


Y 


1) Vgl. Rona, Fermentmethoden 
8. 104, Abb. Ap. 
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such dehnte sich über 3 Stunden aus, und während dieser Zeit 
trat eine mit gleichförmiger Geschwindigkeit fortschreitende Säuerung 
auf, die erst etwa nach 150 Minuten zum Stillstand kam; zu 
dieser Zeit war die Wasserstoffzahl 4,05 erreicht. Die Zeit, die 
bis zu diesem Ereignis verstrichen ist, spielt hierbei keine Rolle. 
Als wesentliches Moment erscheint, daß bei dieser Acidität offenbar 
eine Hemmung der Zuckerspaltung eintritt. Die Bakterien selbst 
waren nicht getötet, wie durch die biologische und kulturelle Prüfung 
nachgewiesen wurde. 


Um auch alkalische Bereiche mit dieser Methode zu prüfen, wurde 
in einem zweiten Versuch in dem Reaktionsgemisch eine m/1500 Na O H- 
Konzentration zu Beginn hergestellt (s. Abb. 12). 





200' 


Abb. 12. 
Veränderung der ?g-Inaktivität in R (0) und in R mit m/1500 NaOH. 


Ob diese Versuche mit einem optimalen Sauerstoffdruck durch- 
geführt sind und als in diesem Sinne beweisende angesehen werden 
dürfen, kann bezweifelt werden, wenn man bedenkt, daß die Suspension 
ständig von zwei Gasen durchspült wird; dem Wasserstoff der Glocken- 
elektrode und, wie später noch gezeigt wird, der Kohlensäure, die bei 
der aeroben Spaltung des Zuckers auftritt. 


Innerhalb engerer Grenzen konnte diese Frage auch geklärt werden, 
indem der Sauerstoffverbrauch in verschiedenen Phosphatpuffern ge- 
messen wurde, denen 3 Prom. Zucker zugefügt war. Durch einen Vor- 
versuch wurde zunächst festgestellt, daß die Atmung der Bakterien in 
einem Phosphatpuffer die gleiche ist, wie in einem Bicarbonatpuffer 
von derselben Acidität. Der nachstehende Versuch zeigt alsdann die 
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Pn-Abhängigkeit der Atmung, die in den Grenzen von py 5,8 bis 7,7 
nur unbedeutend ist (s. Abb. 13). 


Tabelle zu Abb. 13. 




















Gefäßnummer . ....... | 1 2 | 3 
1,0 Phosphatpuffer mit Zucker WÉI dÉ | lg 
Bakterien. - - : 2 2 2 200. 0,5 | 0,5 0,5 
| cmm cmm S cmm 

Nach 0 Minuten zer 0 | 0 
„9 d Sur 9,7 | 10,6 10,2 
„ 10 = 21,0 21,0 21,4 
„ 20 = | 46,2 45,5 | 46,3 





Abb. 13 i Abb. 14. 
O2Verbrauch in verschiedenen Phosphatpuffern. O.»Verbrauch in R(0) und in R (10). 


Es erhebt sich auch hier, wie bei den anaeroben Versuchen 
die Frage, ob die aufgetretene Kohlensäure einer Gärung ent- 
stammt oder durch eine fixe Säure erst aus dem Bicarbonat 
ausgetrieben wurde. Mit einem einfachen Vergleich in R (10) und 
R (0) ist jedoch diese Frage nicht zu entscheiden, da bei der 
zunehmenden Säurebildung die Atmung schon nach kurzer Zeit 
leidet. Dies zeigt Abb. 14, in der die Sauerstoffatmung bei 
Absorption der auftretenden CO, in einem gepufferten und in 
einem nicht gepufferten System bei gleicher Bakterienmenge ge- 
messen wurde. 


Vë 
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Tabelle zu Abb. 14. 








Gefäßnummer ... . | 1 | 2 3 
1.02.28 une iR (10) mit Zucker | R (0) mit Zucker | R (0) mit Zucker 
Bakterien. . . . .. .« Gei er e 









| 0 
a. "E Le 9,0 7,0 7,0 
„6 „ | 15,6 14,0 13,5 
sw, y 23,6 16,5 15,5 
o D | 31,8 | 17,0 16,0 
10. Aë | 40,0 | 21,0 19,0 
„ 20 , l 53,0 21,5 20,5 
„8 „ | 66,5 22,0 21,0 
„0 , | 80,5 | 22,5 21,5 


Die Beziehungen zwischen dem Gasstoffwechsel und dem Zuckerabbau. 


Nimmt man an, daß bei der anaeroben Zuckerspaltung aus einem 
Molekül Zucker zwei Moleküle Milchsäure entstehen, die ihrerseits 
zwei Moleküle CO, aus der Ringerlösung austreiben, so steht diese 
Annahme mit den Versuchen ohne weiteres in Übereinstimmung. 

Gelingt es, die gesamte, während eines anaeroben 
Versuchs entstehende CO, zu bestimmen, so muß ihr 
Gewicht sich zu dem des verschwundenen Zuckers 
verhalten wie 88 zu 180. 


Um die gesamte Kohlensäure zu erhalten, wurden 
die Bakterien der Ringerlösung erst zugesetzt, nach- 
dem im Wasserbad der Temperaturausgleich ein- 
getreten war. Zu diesem Zwecke haben sich (von 
Dr. Nicolai angegebene) Gefäße!) von der Form der 
Abb. 15 besonders bewährt, bei denen auch die 

Abb. 15 Retorte eine große Flüssigkeitsoberfläche besitzt; 

Bakterienemulsion und Ringerlösung werden hier 

getrennt eingefüllt und später durch 10faches Hin- und Herspülen 

vermischt, nachdem die Stellung des linken Meniskus abgelesen war. 

Der Zuckerverbrauch wurde ermittelt, indem vor und nach dem 

Versuch eine Mikrobestimmung mit Elektrotitration nach Ernst 
Mislowitzer?) ausgeführt wurde. 

Zu diesem Zwecke wurden 0,5 bis 0,7 ccm des Reaktionsgemisches 
schnell aus dem Trog genommen, in die gleiche Menge einer Lösung von 
Ferrum oxydatum dialysatum 0,5 Proz. eingetragen und die Zeit 
notiert. Fällt das Eiweiß nicht sofort in Flocken aus, so fügt man eins 
oder mehrere Stäubchen Bicarbonat unter jedesmaligem Umschütteln 
hinzu, worauf man alsbald eine plötzlich einsetzende Veränderung wie 


1) Hergestellt von Hanff & Buest, Berlin NW 6, Luisenstr. 67. 
2) Diese Zeitschr. 168, 217, 1926. 
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bei saurer Milch beobachten kann. Von dem Filtrat wird eine ab- 
gemessene Menge auf 5 ccm mit Wasser aufgefüllt, mit der Reduktions- 
lösung versetzt und nach Vorschrift weiter behandelt. Zu der Methode 
seien noch folgende Angaben gemacht. Besondere Aufmerksamkeit 
muß dem Kochen zugewandt werden, das während der 3 Minuten nicht 
zu stürmisch werden darf, da sonst Materialverluste durch Spritzer 
eintreten, andererseits aber nie sistieren darf. Das richtige, gleich- 
mäßige Sieden wird erreicht durch dicke, etwa 1 bis 3 mm weite Siede- 
kapillaren, die man sich aus einem im Gebläse erhitzten und dann 
weitgehend erkalteten Glasrohr durch langsames Ziehen selbst her- 
stellen kann. Bezüglich der Elektrotitration sei erwähnt, daß die 
Platinelektroden immer in Kaliumbichromat-Schwefelsäure aufbewahrt 
werden müssen, um einen scharfen er anzuzeigen. 
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Abb. 16. 
Anaerobe Glykolyse. Beziehung zwischen CO, und Zucker.. 


Es ist bei exaktem Arbeiten möglich, mit der Mikromethode die 
Zuckermenge mit einem Fehler von + 0,0l mg zu bestimmen; von 
großer Annehmlichkeit erweist sich neben dieser Genauigkeit die 
Schnelligkeit der Methode und ihre Unabhängigkeit vom Tageslicht. 


Trägt man bei einer graphischen Darstellung als Ordinate nicht 
nur die Kubikmillimeter CO, ein, sondern auch die äquivalenten 
Mengen Glykose, wie das in Abb. 16 geschehen ist, so kann man ohne 
weiteres die Übereinstimmung zwischen der gebildeten Kohlensäure 
und dem äquivalenten Zuckerdefizit erkennen. 


Der Zusammenhang kann ohne Titration auf noch einfachere 
Weise gezeigt werden, wenn man eine Zuckerlösung von genau be- 
kanntem Gehalt bis zum Sistieren der CO,-Bildung durch B. coli 
spalten läßt und in gleicher Weise wie vorher die Übereinstimmung 
zwischen den Äquivalenten Substrat und Spaltprodukt feststellt, Abb. 17. 
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Tabelle zu Abb. 16. 





Gefäßnummer. . .. s.s.. 
R (10) mit Zucker ...... 
teri 


Gemisch nach . . .. s.a.. 


Nach 4 Minuten 





n kd 
er GK, 5 
kb 15 n 
„20 , 
„ Al S iR 
Unterbrochen nach . . 
45 Minuten 





Die Anfangsmenge des Zuckers wurde zu 2,82 mg bestimmt. Die Menge 
nach Abschluß der Versuche war 2,54 bzw. 2,37 mg. 


Der Verlust betrug also 0,28 bzw. 0,45 mg Zucker (berechnet aus der 
CO,-Bildung: 0,30 bzw. 0,42 mg). 


Tabelle zu Abb. 17. 


Da bei diesen Spaltungen zum Teil große CO,-Mengen entwickelt 
wurden, die den Meßbereich der Manometer mehrfach überschritten, wurde 
nach kurzem Öffnen des Hahnes, wobei die 5proz. CO, unter Überdruck 
entweichen konnte, eine Neueinstellung des linken Meniskus vorgenommen. 
Die inzwischen erfolgte Spaltung und CO,-Bildung wurde auf dem Wege 
der Interpolation konstruiert, was durchaus berechtigt ist, da die Neu- 
einstellung der Menisken noch im geradlinigen Teil vorgenommen wurden, 
bevor die Abbiegung der Kurven einsetzten. 








Gefäßnummer. . , e | 1 2 3 4 5 























Zuckergehalt . . . . 2... 2mg I 15 mg 1,25 mg 1,0 mg 0,75 mg 
On ee a ea 0 d d 0 0 0 
Mischung nach . ...... Si 155 
Nach 5 Minuten ... 16,4 
wn i o a: e A 37 
D, ' 57,5 
„1 , 18 
A % 97 
S 15 F 8 118 
„2 ,„ 0 
A , 0,8 
n 26 , 1,1 
"28B LI 
e 30 , 1,1 
n F n = 
a n SEN 
” 3 o? | SR 
38 o, | = 
n 40 nm a 








Fermentstoffwechsel der Bakterien. I. 103 


Aus den Ergebnissen, die bei der Untersuchung der Glykolyse und 
der Atmung gewonnen werden, resultiert die Frage nach der Art, wie 
das Substrat unter der Einwirkung der Zellfermente aufgespalten wird. 
Bezüglich des anaeroben Zerfalls in zwei Milchsäuremoleküle dürfte 
hierbei ein Zweifel kaum bestehen, denn es konnte gezeigt werden, 
daß in der Anoxybiose aus einem Molekül Zucker zwei Moleküle fixe 
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— V CL 
N 
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Milchsäure oder Zucker 
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Abb. 17. 


Säure entstehen, die aus dem Bicarbonat Kohlensäure frei machen. 
Da ein anderes Gas nicht entsteht, ist mit größter Wahrscheinlichkeit 
der bereits aus anderen Fällen bekannte Zerfall in Milchsäure an- 
zunehmen. 

Wesentlich komplizierter dagegen ist die aerobe Glykolyse, deren 
Klärung in eindeutiger Weise auf Grund der bisher mitgeteilten Ver 
suche nicht möglich ist, weil die Gärungskohlensäure nicht von der 
Äquivalentkohlensäure getrennt werden kann und weil offenbar bei 
der Aufspaltung des Zuckers mehrere Etappen aufeinander folgen, 
die sich in ihrem Gasstoffwechsel unterscheiden; auf eine anfängliche 
Periode, bei der große Säuremengen gebildet werden, die möglicher- 
weise einer Spaltung in zwei Säuremoleküle entsprechen könnten. 
folgt eine weitere, in der die Kohlensäurebildung dem Sauerstoff- 
verbrauch gleich wird. Weitere Untersuchungen hierüber, die mit 
Hilfe einer neuen Gefäßform einen tieferen Einblick versprechen, sowie 
Mitteilungen über die Bakterienzahlen und deren Veränderungen 
werden in der zweiten Mitteilung folgen. 
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Zusammenfassung. 

Die von Warburg angegebene Methode der gasvolumetrischen 
Untersuchung von Atmung und Glykolyse wird zur Bestimmung des 
Fermentstoffwechsels von B.coli verwandt. Methodisch wird die 
Eichung der Gefäße, die Herstellung der Bakteriensuspensionen, die 
Bestimmung von Wasserstoff und Definition der Stoffwechselquotienten 
besprochen. 

Experimentell wurde festgestellt: 

1. Glykose wird anaerob in zwei Moleküle fixer Säure gespalten. 

2. Die Reaktionsgeschwindigkeit dieser Spaltung ist der Menge 
der anwesenden Bakterien proportional und in gewissen Grenzen von 
der Zuckerkonzentration unabhängig. Der Temperaturkoeffizient ist 
2,2 bis 2,5. Die Reaktion ist zwischen pe = 5,5 und 8,0 als optimal 
zu betrachten. 

3. Unter aeroben Bedingungen wird Sauerstoff verbraucht und 
neben fixer Säure auch freie Kohlensäure gebildet. 

4. Während der Sauerstoffverbrauch der Bakterienmenge pro- 
portional und innerhalb gewisser Grenzen von der Zuckerkonzentration 
unabhängig ist, lassen sich bezüglich der Säurebildung solche Gesetz- 
mäßigkeiten zunächst nicht finden. Der Temperaturkoeffizient der 
Atmung ist 2,2 bis 2,5, bei pe = 4,03 sistiert die Atmung. 

5. Die anaerob entstandene Milchsäure wird unter aeroben Be- 
dingungen veratmet. Ob dabei eine Resynthese stattfindet, ist auf 
Grund der bisherigen Versuche nicht zu entscheiden. 


Fräulein Lewin hat uns bei der Ausführung der Versuche wert- 
volle Hilfe geleistet. 


Wirkung von Arzneimitteln und Strahlen auf Hefe. 


II. Mitteilung: 
Nachweis der Wirkung von Röntgenstrahlen auf Substanzen durch Hofe. 


Von 


Heinrich Zeller. 
(Aus der medizinischen Universitätsklinik zu Königsberg.) 
(Eingegangen am 19. März 1926.) 


Über die chemische Wirkung der Röntgenstrahlen auf organische 
und anorganische Substanzen ist wenig bekannt. Treffen die Strahlen 
auf einen Körper, der sie absorbiert, dann entsteht eine Temperatur- 
erhöhung, die aber verschwindend klein ist; bei gewissen anderen 
Körpern entstehen beim Auftreffen Fluoreszenzerscheinungen; eine 
weitere Wirkung äußert sich in Form der Ionisation der Gase und einer 
molekularen Dissoziation von Substanzen. Eigentliche chemische 
Vorgänge spielen sich kaum ab, wenn man die photochemischen Wir- 
kungen nicht hierher rechnen will. Ähnliche nicht rein chemische 
Wirkungen werden bei der Bestrahlung von Jodoform, das in Chloro- 
form gelöst ist, beobachtet, was zuerst Hardy und Willcock sahen. 
Auf die Menge des sich abscheidenden Jods gründete Freund sein Jod- 
radiometer. Wird eine Ammoniumoxalat-Sublimatlösung (Eder sche 
Lösung) bestrahlt, so scheidet sich Kalomel ab. Auf dieser Beobachtung 
beruht das Kalomelradiometer von Schwarz, der aus der Stärke der 
Trübung durch das sich abscheidende Kalomel die angewandte Strahlen- 
dosis bestimmte. Bessunger beschreibt Versuche mit Bestrahlung ver- 
schiedener Jodpräparate, die dabei eine Substanz abspalten, die Stärke- 
kleister bläut. Er hat Jodkali, Jothion und einige Jodester untersucht. 
Er findet ebenfalls eine Jodstärkereaktion, wenn er eine 20proz. Jodolyt- 
ester - Aceton -Lanepsöllösung 1, Stunde auf der Bauchhaut eines 
Kaninchens einreibt, diese Stelle mit 40 X — 3mm bestrahlt, die 
bestrahlte Haut exzidiert und dann mit Stärkekleister betupft. 

Alle diese Vorgänge können sich auch ohne Röntgenbestrahlung 
abspielen, nur viel langsamer, so daß die Strahlen mehr als Katalysa- 
toren wirken, wodurch der Unterschied zwischen Röntgenstrahlen und 
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ultravioletten am deutlichsten erhellt wird!). Außer dieser photo- 
chemischen Reaktion bewirken die Röntgenstrahlen eine Ausfällung 
von Kolloiden durch Entladung. Ob dabei nicht auch eine Ionen- 
absorption eine Rolle mitspielt, ist nicht sicher entschieden. 

Schon vor längerer Zeit hatte Schwarz bei der Bestrahlung von 
Hühnereiern eine Veränderung der Dottersubstanz beobachtet, die er 
auf eine Zersetzung des Lecithins zurückführte. Werner prüfte diesen 
Befund und fand dazu, daß Lecithin bei direkter Bestrahlung ebenfalls 
zersetzt wird. Er glaubte in einem Abkömmling des Lecithins, dem 
Cholin, die Ursache der Röntgenstrahlenwirkungen auf das Gewebe 
erkannt zu haben. Exner spritzte bestrahltes Lecithin ein und bekam 
dieselben Reaktionen an der Injektionsstelle wie nach einer voraus- 
gegangenen Bestrahlung. Werner stellte sich die Wirkung der be- 
strahlten Substanzen nach Einspritzung in Form einer radiogenen 
Ausstrahlung vor, die mit der photographischen Platte nachgewiesen 
wurde. Ähnliches hat Wermel von bestrahltem Serum nachgewiesen. 
Roffo hat vor kurzem über die Wirkung der Röntgenstrahlen auf Chol- 
esterin berichtet: Er findet, daß Cholesterin durch Röntgenbestrahlung 
so verändert werden kann, daß durch verschiedene Reaktionen auf 
Cholesterin sein Nachweis nicht mehr gelingt. Ludwig und Hopf haben 
von bestrahlter Nahrung eine ähnliche Wirkung gesehen wie von lang 
andauernder direkter Röntgenbestrahlung. Sie finden, daß die Nahrung 
durch die Bestrahlung derart verändert wird, daß entweder lebens- 
wichtige Stoffe verschwinden oder in toxische Stoffe umgewandelt 
werden. 

Bei der Untersuchung von bestrahlten und unbestrahlten Sub- 
stanzen nach Zusatz zur gärenden Hefe stellten sich Unterschiede 
heraus, so daß es nötig war, eine größere Reihe von Körpern ver- 
schiedenster Art auf dieses Verhalten hin zu prüfen. Es wurde wie bei 
der früheren Untersuchung die bei der Gärtätigkeit entstehende Kohlen- 
säuremenge bestimmt. Die Methode war die gleiche. Die Gesamtmenge 
Hefe, Zucker und Wasser wurden meist der zweistündigen Gärung über- 
lassen und dann unter fortwährendem Umrühren genau gleich auf 
sieben Flaschen verteilt. Die entstehende Kohlensäure wurde in 
Zylindern über gesättigter Kochsalzlösung aufgefangen. Bei der großen 
Anzahl von Versuchen benutzte ich 21 Zylinder, um möglichst viel 
Versuche gleichzeitig machen zu können, von diesen hatten 14 die 
Zuleitung des Gases mittels eines Steigrohres, genau wie in den früher 
beschriebenen Versuchen, während die sieben anderen das Gas von 
oben zugeleitet bekamen. Mittels eines Dreiwegehahns, der am oberen 
Ende des Zylinders sich befand, war es möglich, alle sieben Zylinder 


1) Holthusen, Lehrb. d. Strahlentherap. 1, 812. 
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mit der Wasserstrahlpumpe zwecks Füllung zu verbinden. Dadurch 
ging die Wiederfüllung bedeutend leichter vonstatten, auch war es 
möglich, absolute Kohlensäurewerte zu bekommen, da während der 
Füllung die Gärflaschen geschlossen waren. Um aber Fehler zu ver- 
meiden, mußten die Flaschen möglichst keinen Gasraum haben; die 
Gefahr des dadurch auftretenden Überschäumens der Gärflüssigkeit 
wurde durch Zusatz eines Tropfens Vaselin-Paraffinöls verhindert. 
Trotzdem mußte an der Skala eine kleine Korrektur angebracht werden, 
von etwa Leem, da nach Einströmen von Gas in den Zylinder ein 
größerer Gasraum entsteht, der unter verschiedenen Drucken steht. 
Steht das Gas bei Marke 50, so beträgt das Gesamtgasvolumen mit 
Einschluß von 25ccm totem Raum 75ccm, der Druck der Kochsalz- 
säule ist auf die Hälfte gefallen, woraus eine Ausdehnung von 11%, ccm 
resultiert, was an der Skala in Abzug zu bringen ist. 

Die Bestrahlung wurde mit einem Symmetrieapparat vorgenommen, 
der Abstand betrug 23cm vom Fokus der Coolidgeröhre. Bestrahlt 
wurde ohne Filter bei 2,5 Milliamp., 110 Spannungshärtemesser, 
153,75 Kilovolt und 0,08 A.-E.. Die Gefäße, in denen die Bestrahlung 
ausgeführt wurde, waren meist breite Reagenzgläser, teils Präparaten- 
gläschen von 5cm Durchmesser, bei größeren Versuchsmengen ent- 
sprechend größere Gefäße. Die Bestrahlung der Präparatengläser 
fand von oben bei geöffnetem Glase statt. 


Bestrahlung von Kochsalz und Jodkali. 


70 g Hefe, 250 g Zucker, 6400 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
überlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhält 30 ccm lproz. Kochsalzlösung; Flasche 3 erhält 30 ccm 
l proz. Kochsalzlösung, die vorher eine halbe Stunde bestrahlt wurde. 
Flasche 4 erhält dasselbe, nur wurde 1 Stunde bestrahlt. Flasche 5 erhält 
30 ccm lproz. Jodkalilösung. Flasche 6 erhält die gleiche Menge, die zuvor 
aber eine halbe Stunde bestrahlt wurde, Flasche 7 erhält die gleiche Menge, 
die Bestrahlung dauerte aber 1 Stunde. Temperatur des Wasserbades 22°. 














4 | 
Zeit | eg | NaCl Ma) AN | Neal. 15 | KJ | KI (aa | KJ.IX 
125b | 45 2 2 | 32 | 35 35 35 
1 mr , 70 i Së 53 | 48 | 60 54 48 
1 l9bis28 ` mal wm | 92 | 87 86 
1 38 i 90, 90 84 — 83 | 9 | 87 88 
1 48 o | 92 | 86 83 | 91 90 85 
1 58 "90 | o o | 88 %4 | ag 93 
2 08 i 90 am 8& ` 90 % I o `, o 
2 18 "90 | 87.8 91 | 93 90 
2 28 "90 37189 87 95 o | 87 
3 15bis25 | 90 | 90 88 90 92 90 90 
3 35 u)! 90 90 91 91 90 
5 45 bis 47 90 | 92 91 89 92 91 91 
So, Loo | 9 2 | a 92 90 91 
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Es sollte der Einfluß der Röntgenstrahlen auf eine Salzlösung von 
geringer Konzentration untersucht werden, um möglichst den Einfluß des 
Salzes auf die Hefe auszuschließen. Der Versuch zeigt eine Hemmung der 
Hefe durch die Salze zu Beginn des Versuchs; doch erholt sich die Hefe 
rasch. Es ist möglich, daß die Hemmung durch die bestrahlten Salze größer 
ist als durch die unbestrahlten, doch verlaufen die Zahlen nicht regelmäßig. 
Zu Beginn haben die mit Salzlösung beschickten Flaschen alle gleiche 
Mengen Kohlensäure (32 und 35ccm). Bei der Erholung bleiben die be- 
strahlten etwas zurück, erholen sich im ganzen nicht so rasch wie die un- 
bestrahlten. Es scheint auch die Länge der Bestrahlung von Einfluß zu 
sein: die 1 Stunde bestrahlten brauchen zur Erholung etwas länger. Im 
weiteren Verlauf sind die gebildeten Kohlensäuremengen bei allen Flaschen 
ungefähr gleich, so daß sich weder ein Einfluß der Röntgenstrahlen noch 
der Salze bemerkbar macht. Nur ist das geringe Zurückbleiben der röntgen- 
bestrahlten Salze gegen die unbestrahlten zu beachten. Eine Verfärbung 
des Jodkalis in dieser Dosis nach der Bestrahlung war nicht zu beobachten. 


Versuch mit Kaliumdichromat, Natriumjodid und Magnesiumsulfat. 


lg Kaliumdichromat, 10g Jodnatrium, 10g Magnesiumsulfat werden 
in je 100 ccm Wasser gelöst, die Hälfte davon wird je 90 Minuten bestrahlt. 
Inzwischen werden 70 g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser der Gärung über- 
lassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 
erhält 0,5g Kaliumdichromat, Flasche 3 erhält 0,5g Kaliumdichromat, 
das bestrahlt wurde, Flasche 4 erhält 5g Jodnatrium, Flasche 5 erhält 
5 g bestrahltes Jodnatrium, Flasche 6 erhält 5 g Magnesiumsulfat, Flasche 7 
erhält 5g bestrahltes Magnesiumsulfat. Zee! 20°. 








Zeit mi Ge? scht Chrom . x | NaJ E NaJ. E MgSO, en 
1500 bis 10 | 45 am | um | m E 
1 16° 60 30 30 22 | Si SS $0 
1 46 90 70 88 70 72 80 75 
2 04 | 90 75 90 90 80 99 90 
2 23 90 70 80 95 85 100 90 
2 38 | 90 65 72 TI op 87 99 90 
2 58 1 90 63 70 100 95 104 100 
3 17 | 90 60 65 100 95 103 98 
3 36 i o 52 58 90 90 100 92 
3 56 | 90 53 58 95 95 100 100 
d 28bis48 | 90 d4 45 90 90 92 94 
5 08 90 43 46 88 90 93 94 
6 27 bis 47 90 33 33 86 91 91 90 
7 08 90 33 33 87 87 93 92 
8 00 bis 23 90 33 33 88 90 93 93 
9 00 „25 90 22 22 80 81 90 90 
am anderen Morgen: 
8h16’bis 9h03’| 90 5 4 | 80 85 90 | 90 
9 50 | 90 3 3 82 85 90 92 
10 36 90 2 2 88 90 90 95 
11 30 90 2 2 | 81 86 92 | 94 


Das Kaliumdichromat weist gegenüber der Kontrolle ein Zurückbleiben 
während des ganzen Versuchs auf; ist die anfängliche Hemmung zum Teil 
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überwunden, so tritt später eine fortschreitende Hemmung auf, die beinahe 
bis zu Null führt. Dieses Verhalten beruht auf einer eigentlichen Ver- 
giftung durch das Kaliumdichromat, was schon in der früheren Mitteilung 
hervorgehoben wurde. Auffallend ist hier, daß das bestrahlte Kalium- 
dichromat längere Zeit höhere Kohlensäurewerte zeigt als das unbestrahlte. 
Die Unterschiede können bis 17 Proz. betragen. Eine Veränderung der 
Farbe während der Bestrahlung wurde nicht beobachtet. 


Das bestrahlte Natriumjodid wies eine deutliche Gelbfärbung auf, 
eine eigentliche Stärkereaktion war nicht nachweisbar, es bildete sich bei 
Zusatz von Stärkekleister ein brauner Niederschlag. Wie sonst die Salze, 
weist das Jodnatrium in seiner Wirkung auf die Hefe erst eine Hemmung 
auf, die später in eine Steigerung übergeht. Das bestrahlte Jodnatrium 
geht zu Beginn gegen das unbestrahlte etwas voraus, doch bald bleibt es 
für lange Zeit bis 10 Proz. zurück, erst von der Mitte des Versuchs an zeigen 
beide die gleichen Werte. 


Das Magnesiumsulfat zeigt das früher beschriebene Verhalten. In 
bezug auf die Bestrahlung schwanken die einzelnen Werte, so daß eine 
besondere Wirkung nicht zu konstatieren ist. 


Ergebnis: Bestrahltes Kaliumdichromat wirkt weniger hemmend. 
Bestrahltes Jodnatrium wirkt einige Zeit hemmend. 
Bestrahltes Magnesiumsulfat zeigt keine besondere Wirkung. 


Versuch mit Kupfersulfat, Bromkali, Bromammonium. 


20g Kupfersulfat, 10g Bromkali, 10g Bromammonium werden in je 
100 ccm Wasser aufgelöst; davon wird je die Hälfte einer Bestrahlung von 
90 Minuten unterworfen. Inzwischen werden 70g Hefe, 250g Zucker, 
6300 g Wasser der Gärung 2 Stunden lang ausgesetzt und auf sieben Flaschen 
verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 erhält 10 mg Kupfersulfat, 
Flasche 3 erhält 10 mg bestrahltes Kupfersulfat, Flasche 4 erhält 5g Brom- 
kali, Flasche 5 erhält 5g bestrahltes Bromkali, Flasche 6 erhält be Brom- 
ammonium, Flasche 7 erhält 5g bestrahltes Bromammonjum. 
Temperatur 20°. 














| Bon | so. oan x KBr KBr.x | NH,Br | NH; Br. X 
12b00 bis 36° |, 30 17 17 20 op 23 12 
12 Ei 8 28 28 42 57 | 60 31 
1 02 ` o 40 40 70 90 | 99 56 
1 A4 ` o 45 54 78 87 | 108 | 84 
1 53 , 90 50 63 95 95 | 120 100 
2 12 I ou 55 60 95 9% | 115 | 100 
2 31 I o 56 62 | 100 95 108 103 
4 5ö'bis5hl4'| 90 74 78 100 | 100 | 110 | 106 
6 00 „20° i| 90 77 79 97 97 | 100 96 
So. 23 j 0% "mg 81 99 | 99 103 ! 101 
am anderen Morgen: 
9h30'bis10h21%; 90 ! 92 ; og 96 96 96 93 
11 10 ` o 91 92 | 100 | 100 99 98 
1 00bis56' | 90 89 ss | 100 | 100 98 97 
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Kupfersulfat weist nach der Bestrahlung eine kleine Farbennüance 
nach Grün auf. Die hohe Dosis Kupfersulfat hemmt die Hefe ziemlich 
stark, nach kurzer Zeit zeigt das bestrahlte einen Vorsprung im Höchstfall 
bis 20 Proz., den es einige Zeit beibehält. 

Das Bromkali zeigt die Salzwirkung auf Hefe, erst Hemmung, dann 
Steigerung; zu Beginn weist das bestrahlte eine ähnliche Wirkung auf wie 
das Kochsalz und das Jodkali im ersten Versuch, eine kleine vorüber- 
gehende Steigerung. Das Bromammonium hat eine bedeutend höhere 
Steigerung aufzuweisen als das Bromkali, was vom Stickstoffgehalt her- 
rührt. Das bestrahlte Bromammonium bleibt anfangs bis 50 Proz. gegen 
das unbestrahlte zurück, langsam erholt es sich, doch erreicht es nie die 
Höhe des letzteren. Die Ursache dieses Verhaltens liegt wahrscheinlich in 
einer Umwandlung der NH,-Gruppe. 


Ergebnis. Bestrahltes Kupfersulfat erhöht vorübergehend. Bestrahltes 
Bromkali zeigt eine kleine vorübergehende Steigerung. Bestrahltes Brom- 
ammonium bleibt stark zurück. 


Versuch mit unbestrahliem und bestrahltem Ammoniumphosphat, 
Cyankali und Rhodankali. 


80 g Hefe, 250 g Zucker, 6400 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
überlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 ist Kontrolle, 
Flasche 2 erhält 50 ccm einer 10proz. Ammoniumphosphatlösung, Flasche 3 
erhält dieselbe Menge, die vorher 1 Stunde bestrahlt wurde; Flasche 4 
erhält 50 ccm einer 2proz. Cyankalilösung;; Flasche 5 erhält dieselbe Menge, 
die vorher 1 Stunde bestrahlt wurde; Flasche 6 erhält 50 ccm einer 5proz. 
Rhodankalilösung ; Flasche 7 erhält die gleiche Menge, die vorher 1 Stunde 
bestrahlt wurde. Temperatur des Wasserbades 25°. 





E Em nn ie hs mm nn 


| ; : ' 
Kon» Ammonium Ammonium KCN (KCN. x! KCNS |KCNS.X 
| 


























trolle ' phosphat | phosphat.X | 
12h01 bis 15' | 45 106 57 an ' 59 | 2 | 31 
12 25 "45 | 106 66 3:55 ag | 3l 
12 34 45 104 70 oi 57 30 35 
12 4l 45 98 72 70 60 34 38 
12 47bis53 | 45 92 75 70 64 34 41 
12 59 45 90 76 70 65 | 40 42 
1 op | 45 86 74 6 4“ A8 
1 30bis35 | 45 80 72 68 4 47 45 
l 4l 45 80 73 68 Mi 45 
1 46 45 08) 73 70 66 47 46 
1 52 | 45 80 73 7 : 66 47 45 
2 52 bis 57 45 75 70 | 70: o 48 46 
3 02 | 45 75 GER 67 | 49 A 
4 20 bis 25 45 68 65 64 , 62 | 52 | 48 
4 30 | 45 | 68 : 66 o 63 a | 48 


Die Triebkraft der Hefe hat noch nicht ihren Höhepunkt erreicht, zu 
Beginn waren 45 ccm Kohlensäure in 14 Minuten erzeugt, später in 7 Mi- 
nuten und bei der optimalen Leistung in 5 Minuten. Das unbestrahlte 
Ammoniumphosphat erzeugt zu Beginn 130 Proz. mehr Kohlensäure als 
die Norm, später auf der Höhe der Gärung durchschnittlich 80 Proz., so 
daß die Anfangssteigerung als Steigerung der Triebkraft aufzufassen ist. 
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Gegen Schluß wird die Wirkung kleiner, was auf einen relativen Zucker- 
mangel zurückzuführen ist. Das bestrahlte Ammoniumphosphat weist 
keine Steigerung der Triebkraft auf, hat nur eine dauernde rproduktion 
an Kohlensäure von durchschnittlich 60 Proz., also weniger als das un- 
bestrahlte, so daß sowohl die Steigerung der Triebkraft als auch die dauernde 
Steigerung der Gärkraft gelitten haben. Beim Cyankali bestehen ähnliche 
Verhältnisse, nur ist der Ausschlag nicht so groß wie beim Ammonium- 
phosphat. Die durchschnittliche dauernde Steigerung beim unbestrahlten 
Cyankali beträgt 55 Proz., beim bestrahlten 45 Proz., so daß diese Funktion 
durch die Bestrahlung vermindert wurde. Eine kleine Steigerung der 
Triebkraft durch das unbestrahlte ist vorhanden, beim bestrahlten ist sie 
nicht vorhanden, sogar ist die Steigerung der Gärtätigkeit, genau wie beim 
Ammoniumphosphat, zu Beginn verringert. Im Lauf des Versuchs bleibt bis 
gegen Ende das bestrahlte Cyankali gegen das unbestrahlte immer etwas 
zurück. Das Rhodankali hemmt zu Beginn, es zeigt auch in anderen Kon- 
zentrationen keine Wirkung auf die Triebkraft. Langsam wird die Hemmung 
schwächer und geht bis 10 Proz. über die Norm, was andere Verdünnungen 
ebenfalls bewirken. Es ist auffallend, daß in der Zeit der Hemmung das 
bestrahlte besser arbeitet, in der Zeit der Steigerung das unbestrahlte. 

Ergebnis. Bestrahltes phosphorsaures Ammonium bleibt in der Wirkung 
auf die Triebkraft bis 45 Proz. zurück, in bezug auf die Gärkraft bis 10 Proz. 
Die Ursache wird wohl ähnlich wie beim Bromammonium liegen. 

Bestrahltes Cyankalium bleibt in bezug auf Trieb- und Gärkraft eben- 
falls zurück, ohne aber so hohe Werte wie das phosphorsaure Ammonium 
zu erreichen. 

Bestrahltes Rhodankali zeigt bis auf einige kleine Abweichungen 
dasselbe Verhalten wie das unbestrahlte. 


Versuch mit Kaliumpermanganat, Natriumlactat, Natriumsalicylai. 


70g Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
überlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhält % mg Kaliumpermanganat, gelöst in 25ccm Wasser; 
Flasche 3 erhält dasselbe nur 90 Minuten bestrahlt; Flasche 4 0,5 g Natrium- 
lactat, gelöst in 25 ccm Wasser; Flasche 5 erhält dasselbe, nur zuvor 90 Mi- 
nuten bestrahlt; Flasche 6 erhält 0,5 g Natriumsalicylat, gelöst in 25 ccm 
Wasser; Flasche 7 erhält dasselbe, nur zuvor 90 Minuten bestrahlt. 
Temperatur 26°. 


— 
KMnO,. x! Lactat | Lactat . X | Salicylat | Salicylat. X 
| ZE | 





A Kon» 
Zeit trolle | K MnO; 











| 
1200 bis 36° | 90 “u j m uoj ue | 10 20 
12 45' ` op 43 32 | 120 | 124 12 1 
l 06 bis15 ` o 87 78 117 120 8 -25 
147,58 | 90 | 10 ; oa |115| 120 15 | "a 
2 09 oo | 1088 ; 8 |14| 12 20 | 40 
2 20 wii, om mm 0! 3 
2 3] ol m |n! 116 ; 20 40 
2 42 9 | 10 — 98 |15! n5 2 | 39 
2 53 , 9% | 104 Í oe |10! 109 , 18 40 
3 04 om II" o 105 | 105 , 19 42 
3 15 , o | 105 om |106| Im, 19 44 
3 27 I 0 | 10 om |105; we. a 45 
3 38 "om o |102| 1065 20 45 
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Zeit | Kon: KMnO, |KMnO,. x| tac Lactat | Lactat. Si Salicylat | Salicyl . X 

i | 21 46 
90 22 46 

90 23 48 

90 23 50 

90 30 63 

90 30 . 64 

am anderen Tage: 
i D | 29 | Di | 81] 81 | 60 | 116 


Das bestrahlte Kaliumpermanganat wies einen ziegelroten Ton gegen- 
über dem violettroten des unbestrahlten auf. Beim Zusatz zur Hefe ent- 
färben sich beide sofort. Beide zeigen nach anfänglicher Hemmung eine 
Steigerung über die Norm. Doch bleibt das bestrahlte deutlich zurück, 
im Durchschnitt 10 Proz. Beide Natriumlactate zeigen keinen Unterschied, 
nach einer lang anhaltenden Steigerung gehen beide langsam zurück. 
Das salicylsaure Natron wurde in einer stark hemmenden Konzentration 
angewandt, nur langsam tritt die Erholung ein. Von Anfang an zeigt das 
bestrahlte eine Steigerung von etwa 100 Proz. gegenüber dem unbestrahlten. 

Ergebnis. Bestrahltes Kaliumpermanganat hemmt. Bestrahltes milch- 


saures Natrium zeigt keine Wirkung. Bestrahltes salicylsaures Natrium 
arbeitet bedeutend besser. 


Versuch mit Ferrocyankalium, Natrium nucleinicum und Thiosinamin. 


35 g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
überlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhält 2,5g Ferrocyankalium; Flasche 3 erhält 2,5g vorher 
90 Minuten bestrahltes Ferrocyankalium; Flasche 4 erhält 2,5g Natrium 
nucleinicum; Flasche 5 erhält dieselbe Menge, die vorher 90 Minuten be- 
strahlt war; Flasche 6 erhält 0,5g Thiosinamin; Flasche 7 erhält dieselbe 
re die 90 Minuten vorher bestrahlt war. ee 20°. 


Kon WE Loos E nen Noelein |Nuclein. ven x | P Talose Kar Thiosin sein 




















1200 bis 20° 2 WG 
12 A0 | 5 | 1 35 15 70 
1 26 ı 2 | 56 90 | 200 180 
2 10 50 | 74 124 290 260 
2 Ai 50 | 55 91 185 176 
3 20 50 | 55 78 140 146 
3 45 50 | 5 76 115 106 
4 10 50 | 55 75 100 93 
4 35 50 | 60 15 93 90 
4 58 50 | 60 70 84 81 
5 20bis45 | 50 | 60 73 82 80 
6 07 | 50 | a 74 82 79 
7 00bis27 | 50 | e 72 19 76 
7 54 1 50 o 71 78 75 
8 20 l 50 | 59 72 80 73 
8 45 | 50 ` 60 72 78 73 
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Nuclein | Nuclein. X Marie 

















Ferrocyan» 
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Ferrocyan» 
kalium. X 


am anderen Morgen: 


10b40’bis11b15 50 53 56 | 45 45 55 56 
11 50 50 52 57 45 45 55 56 
12 30 50 53 58 | 45 45 55 56 








Ferrocyankalium steigert die Triebkraft der Hefe, das bestrahlte 
bedeutend mehr als das unbestrahlte; auch die Gärkraft der Hefe wird 
gesteigert, vom ersteren um 45 Proz., vom letzteren um 20 Proz. Das 
nucleinsaure Natrium steigert in dieser Konzentration die Triebkraft der 
Hefe stark, aber auch die Gärkraft. Das bestrahlte steigert beide etwas 
weniger. Beim Thiosinamin ist eine Steigerung der Trieb- und Gärkraft 
vorhanden, die beim bestrahlten größer ist. 

Ergebnis. Ferrocyankalium steigert nach Bestrahlung. Nucleinsaures 


Natron Merck hemmt etwas nach Bestrahlung. Thiosinamin steigert nach 
Bestrahlung. 


Versuch mit Cholin, Natrium giycerino-phosphoricum und Hexamethylen- 
teiramın. 


Es werden 0,8g Cholin, 16g Natr. glyc. phosphoricum, 8g Hexamethylen- 
tetramin je in 80 ccm Wasser gelöst. Die Hälfte davon wird je 40 Minuten 
bestrahlt. Inzwischen werden 70g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser der 
Gärung überlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kon- 
trolle; Flasche 2 erhält 0,4g Cholin; Flasche 3 0,4g bestrahltes Cholin; 
Flasche 4 erhält 8g glycerinphosphorsaures Natrium; Flasche 5 erhält 
die bestrahlte Hälfte; Flasche 6 erhält 4g Hexamethylentetramin; 
Flasche 7 erhält 4g bestrahltes Hexamethylentetramin. Temperatur 20°. 








Zeit | eg Cholin | Cholin. X | Glyc.-Phos. eiis Hexameth. | u 
ee 30 ee e | 11 Ä 2 7 6 7 
13 60 | 41 28 4 2 8 24 
1 49 | 80 | 79 65 9 12 50 66 
211 90 | o 77 32 30 72 90 
231 j 20 | 95 87 48 50 90 106 
251 | 9 | % | %9 | 6&4 65 103 112 
3 10 | 90 96 93 75 78 110 110 
3 30 | 90 | 9% | 9 | 85 85 115 116 
3 50 90 | 97 94. Dë 90 118 120 
4 10 90 | 98 95 98 96 117 120 
4 20 ou | 9 93 | 100 95 124 119 
4 50 90 | 93 92 98 95 120 116 
5 25 bis45' | o ` 92 96 100 93 120 116 
6 05 | 90 ` 93 96 100 94 124 120 
7 0l bis 21 | 90 | 90 92 106 106 130 126 
74l on | 93 95 106 107 130 125 
8 47bis9h10' || 90 | 90 9] 98 | 102 125 122 

am anderen Tage: 
%06 bis A8 © 90 | 86 | O0 | 8 | 88 | 110 | 120 
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Beim Cholin tritt eine Hemmung auf mit nachfolgender Steigerung. 
Das bestrahlte Cholin bleibt in der Wirkung bis zur Mitte des Versuchs 
zurück. Das glycerin-phosphorsaure Natrium hemmt zu Beginn, bewirkt 
später eine Steigerung. Ein Einfluß der Bestrahlung ist nicht nachzuweisen. 
Das Hexamethylentetramin weist zu Beginn eine Hemmung mit nach- 
folgender hoher dauernder Steigerung auf. Anfangs arbeitet das bestrahlte 
besser, später arbeiten beide gleich. 

"` Ergebnis. Bestrahltes Cholin bleibt zu Beginn etwas zurück. Be- 


strahltes Natrium glycerino-phosphoricum arbeitet ohne Veränderung. 
Bestrahltes Hexamethylentetramin steigert etwas zu Beginn. 


Wirkung von bestrahltem und unbestrahliem nucleinsauren und harnsauren 
Natrium. 


125g Hefe, 350g Zucker, 5600 g Wasser werden 2 Stunden der Gärung 
überlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flaschen 2, 3, 4 erhalten je 2,5g Natrium nucleinicum, gelöst in 200g Wasser; 
Flaschen 5, 6, 7 erhalten 0,5g in 200 ccm Wasser aufgeschwemmtes Natrium- 
urat. Das nucleinsaure Natrium von Flasche 3 und das harnsaure Natrium 
von Flasche 6 werden vor dem Zusatz je 30 Minuten bestrahlt. Der Zusatz 
erfolgt bei allen Flaschen gleichzeitig. Dann werden Flasche 4 und 7 mit 
den Salzen zusammen je 30 Minuten bestrahlt. Temperatur 25°. 








Zeit Kon- 




















trolle 2,5 Nuclein | Nuclein . X | Nucl.H.X | 0,5 Urat. Urat. x| Urat H.X 
11553 bis 58° | 75 on | 2 90 
12 03’ 75 87 90 90 
12 08 75 83 90 90 
12 13 ' 75 85 90 990 
12 17 75 85 92 92 
12 22 75 85 90 90 
12 26 frt: 85 92 92 
12 31 ı 75 86 93 92 
12 35 ` 75 88 95 94 
12 40 15 88 95 93 
12 44 | 75 87 95 93 
12 49 75 88 93 92 
12 54 bis 59 75 88 l 93 93 
1 03 | 75 88 92 91 
1 07 | 75 86 i 92 90 
1 54 bis 59 ! 75 84 | 89 98 
201,0 | 75 84 i o 92 
2 10 ı 75 85 90 93 
2 15 75 85 90 . 93 
2 20 75 88 91 90 
2 33bis38 |; 75 | 86 90 90 
2 43 | 75 | 87 90 91 
5 13bis18 | 75 80 85 90 
5 23 i |1 75 80 85 88 





Im Gegensatz zu bisher wurden die entsprechenden Salze nicht nur 
bestrahlt und dann der Hefe zugefügt, sondern in einem dritten Versuch 
wurde die Hefe zusammen mit dem Salz bestrahlt. Das nucleinsaure Natrium 
dieses Versuches stammt aus der Thymus und zeigt ein anderes Verhalten 
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als das frühere. Dieses hier weist eine Steigerung von etwa 15 Proz. auf. 
Der Versuch ergibt, daß es gleichgültig ist, ob mit oder ohne Hefe bestrahlt 
wurde, beidemal ergibt sich eine Steigerung von etwa 22 Proz., also 7 Proz. 
mehr als ohne Bestrahlung. Bei der früheren Nucleinsäure ist eine hohe 
Steigerung der Triebkraft vorhanden, eine geringe Hemmung bei der 
Gärkraft der unbestrahlten. Hier dagegen wird durch die Bestrahlung eine 
Steigerung erzielt. Verschiedene weitere Kontrollen ergaben dasselbe 
Resultat. 


Etwas anders liegen die Verhältnisse beim Natriumurat. Wird das 
Urat bestrahlt ohne Hefe, so zeigt sich kein Unterschied gegen das unbe- 
strahlte, das selbst ohne Wirkung auf die Hefegärung ist. Nur zu Beginn 
zeigt das bestrahlte eine kleine vorübergehende Steigerung. Anders verhält 
sich das Natriumurat, das mit Hefe zusammen bestrahlt wurde. Es weist 
zu Beginn eine ziemlich hohe Steigerung auf, die schnell zurückgeht, aber 
doch eine durchschnittliche Erhöhung von 7 Proz. bedingt. Auf die Senkung, 
die alle drei mit Natriumurat versetzten Hefen in der Mitte des Versuchs 
zeigen, möchte ich hinweisen, da sie eine besondere Wirkung der Harnsäure 
auf die Hefe ist. 


Ergebnis. Nucleinsaures Natrium aus der Thymus zeigt ein anderes 
Verhalten als das nucleinsaure Natrium Merck. Dieses steigert mehr als 
ersteres, nach Bestrahlung hemmt das Natrium nucleinicum Merck etwas, 
während das hier verwandte steigert. Ob die Bestrahlung mit oder ohne 
Hefe vorgenommen wurde, ändert am Versuchsergebnis nichte. 


Das Natriumurat selbst hat keine deutliche Wirkung auf die Hefe, 
auch nach Bestrahlung zeigt sich keine. Anders ist es, wenn das Urat mit 
Hefe zusammen bestrahlt wurde, dann findet sich eine mäßige Steigerung. 


Versuch mit Lecithin, Natriumnucleat, Thyreoidinextrakt. 


70g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
überlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche I wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhält 0,1g Lecithin, gelöst in l ccm Spiritus; Flasche 3 erhält 
dasselbe, aber zuvor 90 Minuten bestrahlt; Flasche 4 erhält 0,5g nuclein- 
saures Natrium, gelöst in 25ccm Wasser; Flasche 5 erhält dasselbe, nur 
zuvor 90 Minuten bestrahlt; Flasche 6 erhält 0,5g Thyreoidin, aufge- 
schwemmt in 25ccm Wasser, davon Extrakt; Flasche 7 erhält dasselbe, 
nur zuvor 90 Minuten bestrahlt. Temperatur 25°. 











Zeit | nn Lecithin | Lecithin .X | Nuclein Nuclein . X | Thyreoidin | Thyr..X 
12h15 bis 36’ 
12 45’ | 
1 06 bis 15 
147 , 58 


E 





90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
90 
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Das Lecithin weist eine kleine Hemmung auf zu Beginn, später steigert 
es die Kohlensäureentwicklung der Hefe, das bestrahlte Lecithin zeigt in 
dieser Konzentration keine besondere Wirkung. Hier wurde noch einmal 
das nucleinsaure Natrium verwandt, nur in geringerer Konzentration. Es 
ist dasselbe Mercksche Präparat. Die Steigerung beträgt ungefähr 22 Proz. 
Die Triebkraft kommt hier nicht zum Vorschein, da die Hefe schon optimal 
arbeitet. Thyreoidin zeigt eine ziemliche Steigerung, das bestrahlte bleibt 
zurück. 


Ergebnis. Lecithin steigert in dieser Konzentration bei Bestrahlung 
nicht. KNucleinsaures Natrium zeigt nach Bestrahlung eine Hemmung, 
ebenfalls Thyreoidin. 


Wirkung von bestrahltem und unbestrahliem Cholesterin und Natriumlactat. 


125g Hefe, 350g Zucker werden der zweistündigen Gärung überlassen, 
dann in sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle. Flasche 2, 3, 4 
erhalten je 0,5 g Cholesterin, das in 10 ccm Äther aufgelöst ist. Flasche 5, 
6, 7 erhalten je 5g Natriumlactat. Das Cholesterin von Flasche 3 und das 
Natriumlactat von Flasche 6 werden je in 20 ccm Äther bzw. Wasser in 
geschlossener Petrischale ohne Filter je 30 Minuten bestrahlt. Flasche 4 
und 7 werden erst nach Zusatz der Substanzen bestrahlt. Um jede Un- 
gleichheit auszuschalten, werden alle Flaschen gleichzeitig mit den Lösungen 
versetzt, vom Äther abgesaugt und bei Zimmertemperatur gehalten, bis die 
Flaschen 6 und 7 bestrahlt sind. Während der je halbstündigen Be- 
strahlung wird alle 10 Minuten umschichtig gewechselt. 





Zeit | e [058 Chol.! nee X| Chol d a | Leer | Lact. X | Lact Å. x 

| 90 95 

12 04' 90 95 
12 11 90 98 
12 17 i! 90 100 
12 24 I 90 100 
12 30 1 90 100 
12 36 bis43 | 90 99 
12 50 | 90 100 
12 56 90 100 
1 02 90 99 

1 48 bis54 | o 100 

1 59 90 100 

2 04 90 102 

3 34bs39 || o 103 

3 45 90 103 

4 23bis28 | 90 98 

4 33 | 90 100 
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Cholesterin und Natriumlactat wurden mit und ohne Hefe bestrahlt. 
In der hier verwandten Konzentration hemmt Chloesterin die Gärung, 
erholt sich aber langsam. Trotz der kurzen Bestrahlungsdauer sind Wir- 
kungen am Cholesterin nachzuweisen. Das bestrahlte hemmt 15 Proz. 
weniger als das unbestrahlte. Wird das Cholesterin mit Hefe zusammen be- 
strahlt, so ändert das nichts am Resultat, diese bleibt um einen Grad in der 
Wirkung zurück. Beim Lactat zeigen alle drei Flaschen dasselbe Ergebnis, 
eine Steigerung gegen die Norm um etwa 11 Proz. Von einer Änderung 
durch Bestrahlung ist nichts nachzuweisen. 


Versuch mit Silbernitrat, Cholesterin und Lecithin. 


70g Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
überlassen und dann auf sieben Flaschen gefüllt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 erhält 3 mg in 30 ccm Wasser gelöstes Silbernitrat; Flasche 3 
erhält dasselbe, nachdem es zuvor 90 Minuten bestrahlt war; Flasche 4 
erhält 0,1 g Cholesterin, gelöst in 3ccm Äther; Flasche 5 erhält dasselbe, 
nachdem es zuvor 90 Minuten bestrahlt war; Flasche 6 erhält 0,3 g Lecithin, 
gelöst in 3ccm Spiritus; Flasche 7 erhält dasselbe, nachdem es zuvor 
90 Minuten bestrahlt war. Temperatur 20°. 


ee EE 














12230” bis 1h20" 10 | 20 an | 3 ap 14 
1 36 30 55 60 i 80 | 80 45 
2.0 60 78 Se |! 8&5 | 80 70 
215 60 70 735 | 75 | 70 63 
2 30 60 72 75 | 2.68 60 
243 60 70 70 8 | 62 56 
2 56 60 7 ` 68 65 63 56 
3 09 | 60 69 ! 69 68 64 58 
32 60 68 69 69 65 57 
3 45 60 66 67 69 62 | 56 
3 59 3 60 67 67 72 68 60 
412 ' 60 68 67 71 66 | 69 | 58 
4% "ol 6 65 | 72 69 mm" 60 
440 TI 60 70 70 71 69 1 | o 
4 54 ı 60 68 65 | 71 69 0 | 64 
5 08 | 60 67 65 70 66 70 64 
52 o | 6 6 | 7 |. e 70 64 
1 00bis16' `, 60 63 62 | 71 66 67 60 
733 | op 63 63 | 70 67 67 65 
9 llbis29 | 60 64 63 ' 69 69 69 67 





Silbernitrat weist nach anfänglicher Hemmung eine Steigerung auf. 
Bestrahltes Silbernitrat zeigt zu Beginn eine geringe Steigerung ähnlich wie 
Natriumchlorid und Jodkali. Nach ganz kurzer Zeit sind die einzelnen 
Resultate dieselben. Cholesterin wurde hier in kleineren Dosen gegeben 
als früher. Dabei ergibt sich nach anfänglicher geringer Hemmung eine 
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Steigerung, die aber von ihrer Höhe einbüßt. Das bestrahlte Cholesterin 
weist gegen das unbestrahlte eine kleine Hemmung auf. Das hier verwandte 
Lecithin war ein altes Präparat. Um den anderen Erfolg damit zu zeigen, 
wurde der Versuch angeführt. Das unbestrahlte Lecithin steigert mehr als 
das bestrahlte. 


Wirkung von bestrahliem und unbestrahliem Thyreoidin auf Hefe. 


125 g Hefe, 350 g Zucker, 7000°’g Wasser werden der zweistündigen Gärung 

überlassen, dann auf sieben’ Flaschen verteilt. 0,2g, 0,5g, 1,0g Glandula 

thyr. sicca werden in 20 ccm Wasser je 15 Minuten bestrahlt. Flasche 1 

wird Kontrolle; Flasche 2 erhält 0,2 g unbestrahltes Thyreoidin; Flasche 3 

0,2g bestrahltes; Flasche 4 0,5g unbestrahltes Thyreoidin; Flasche 5 

0,5 g bestrahltes; Flasche 6 1,0 g unbestrahltes; Flasche 7 1,0 g bestrahltes. 
Temperatur 25°. 

















Zeit | eg | 0.2g | 028.X| 05g | 0,5g.X | 10g | 108.X 
9h05 bis 25' 20 | 74 54 81 65 | 90 75 
9 25 „ 30 30 72 57 81 78 88 30 
9 36' 45 75 64 84 82 88 83 
9 A | 60 78 7710 ` 84 80 92 89 
9 Ap om | op om | 73 66 78 78 
9 50 | 60 66 60 68 70 72 72 

11 00 bis 05 90 93 96 95 98 100 100 
11 10 90 92 96 93 96 98 98 
1115 o 92 95 92 94 96 97 
12 45bis50 | o 93 3 ` 95 95 98 99 
12 55 | 90 | o 92 95 94 98 | 98 
1 40 bis 45 | 90 | op 5 | 97 98 | 100 100 
405 „ 10 90 1% 96 ` 98 98 | 100 100 


o 


Zu Beginn ist eine außerordentliche hohe Steigerung durch das 
Thyreoidin zu sehen: wenn die Kontrolle 20 ccm hat, ist das Optimum bei 
1,0g mit 90 ccm. Nach Neufüllung der Flaschen arbeitet die Kontrolle 
schon etwas schneller, aber auch hier besteht noch ein beinahe dreimal so 
starkes Arbeiten wie bei der Norm. Nach 1 Stunde arbeitet Thyreoidin 
im besten Falle nur noch 20 Proz. schneller, im Verlauf des weiteren Versuchs 
geht diese Steigerung bis 11 Proz. zurück, die aber dann bleibend ist. Das 
mit Röntgenstrahlen zuvor behandelte Thyreoidin gibt zu Beginn keine 
so hohe Kohlensäurewerte wie das unbestrahlte, es kann bis um 25 Proz. 
zurückbleiben. Nach 1 Stunde ergibt bestrahltes und unbestrahltes 
Thyreoidin ungefähr dieselben Resultate, ja es kann das bestrahlte einige 
Prozente mehr Kohlensäure bilden, aber nur vorübergehend. Röntgen- 
strahlen ändern bei Bestrahlung der getrockneten Schilddrüse die initial- 
steigernde Substanz derart, daß sie bei der Hefegärung weniger Steigerung 
hervorruft als ohne Bestrahlung. 
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Versuch mit Pepton-Witte, Thyreoidin, Nucleinsäure. 


Je 2g dieser Substanzen werden in 100g Wasser gelöst, davon wird je 
die Hälfte 1 Stunde lang bestrahlt. Inzwischen wurden 125g Hefe, 350 g 
Zucker der zweistündigen Gärung überlassen in 5600 g Wasser, dann auf 
sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; Flasche 2 erhält 0,5g 
Wite-Pepton; Flasche 3 erhält 0,5 g bestrahltes Pepton; Flasche 4 erhält 
0,5g Thyreoidin-Merck; Flache 5 erhält 0,5g bestrahltes Thyreoidin- 
Merck; Flasche 6 erhält 0,5 g Nucleinsäure; Flasche 7 erhält 0,5 g bestrahlte 
Nucleinsäure. Temperatur 25°. 




















o Ze ES | ren Son Popron n |Pepton.) pton-X | Thyreoidin | Thye.. X | .X "SZ aere 
10h28 bis 34' waueng | 70 | a 93 94 98 | 84 64 78 
10 39 70 96 96 88 : 82 66 82 
10 44 "70 91 90 80 ; 76 ep | 80 
10 48 | 70 89 88 76 72 70 i 83 
10 52 20 85 85 76 74 76 | 8 
10 56 20 85 | 85 75 73 80 87 
11 00 | 70 80 80 75 73 80 85 
11 %4 70 80 | 81 73 73 80 80 
11 08 i 70 80 81 74° 74 80 86 
11 12 l op og 77 75 75 75 77 
11 16 i 70 op | 77 75 75 5 7 
11 2bis26 | 70 | 75 | '76 74 74 76 78 
11 | 70 74 76 73 73 15 75 
11 33 70 75 76 70 72 74 73 
11 36 70 76 78 74 74 SE "gg 
11 47 bis bi | 70 80 80 op | 76 76 76 
11 55 70 80 79 72 74 75 75 
11 59 | 70 80 80 | 13 75 “5 
12 17bis21 | 70 | 82 84 17 78 71,76 
12 25 70 81 | 8&8 å i 5 77 35 
12 29 | 70 81 3 | 74 75 74 75 
12 34 i 70 | 82 | 3 | 74 75 3' 5 
12 55 bis 59 | 70 85 | 85 | 76 B | 73 | 72 
l 57bis2h01’ || 70 87 87 | 75 75 71 | 70 
2 06 70 o | 87 |! 76 76 | 20 0 
211 L 70: o | 87 76 78 : 70 70 
8 00bisl? |: 70; 67 | 5 og 79 Fa o 77 


Pepton- Witte steigert zu Beginn, doch läßt die Wirkung langsam nach, 
sie geht beinahe zur Norm zurück, steigt aber vorher wieder langsam an. 
Dies ist meist der Ausdruck von zwei auf die Hefe wirkenden Kräften. 
Das bestrahlte Pepton zeigt dasselbe Verhalten, so daß die Röntgenstrahlen 
keine sichtbare Wirkung haben. Thyreoidin weist zu Beginn eine Steigerung 
auf, die auf die Triebkraft zurückzuführen ist. Die weiteren Steigerungen 
werden durch die Gärkraft verursacht. Das bestrahlte Thyreoidin zeigt 
eine Verminderung der Triebkraft, aber keine Einwirkung auf die Gärkraft. 
Nucleinsäure wurde in aufgeschwemmtem Zustande bestrahlt und zur Hefe 
zugesetzt. Unbestrahlte Nucleinsäure zeigt nach anfänglicher Hemmung 
eine Steigerung, dagegen steigert die bestrahlte Nucleinsäure sofort, um 
nach einiger Zeit dieselben Werte wie erstere aufzuweisen. 


Ergebnis. Pepton-Witte zeigt nach Bestrahlung dieselben Resultate 
wie ohne Bestrahlung. 
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Thyreoidin nach Bestrahlung hemmt die Steigerung der Triebkraft, 
ist ohne besondere Wirkung auf die Gärkraft. 
Bestrahlte Nucleinsäure steigert zu Beginn. 


Versuch mit Lecithin, Serum und Urin. 


125 g Hefe, 350 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistündigen Gärung 
ausgesetzt und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; 
Flasche 2 0,5g Lecithin in 15g Spiritus; Flasche 3 erhält dieselbe Menge, 
welche vorher 1 Stunde bestrahlt wurde; Flasche 4 erhält 30 ccm Serum; 
Flasche 5 ərhält 30 ccm 1 Stunde bestrahltes Serum; Flasche 6 erhält 
30 ccm Urin mit dem spezifischen Gewicht 1016; Flasche 7 erhält die 
gleiche Menge, welche 1 Stunde vorher bestrahlt wurde. Temperatur 25°. 


Zeit | Pon | Lecithin | Lecithin $ Serum |Serum.X| Urin | Urin. X 








10h05 bis 14° 
10 22° | 
10 29 

10 36 

10 43 

10 49 

10 55 

12 00 bis 06 
12 12 

12 17 

12 23 

12 46 bis 52 
12 57 

1 41 bis 46 
1 51 

2 40 bis 46 
40,06 | 
8 00 „08 | 
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82 
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165 170 
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190 170 
‚ 172 176 
165 157 
10 | 10 


& 
(o 


88 
88 
86 
86 
97 
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S SS SG SS S 


87 95 
o 86. 


Das Lecithin ist dasselbe wie im ersten Versuch. Es zeigt zu Beginn 
eine einmalige Steigerung, die aber sofort verschwindet. Die Leistung 
bleibt dann meist unter 90. Das bestrahlte Lecithin zeigt dieselben Werte, 
so daß von einer Wirkung nichts zu bemerken ist. Das Serum ergibt eine 
anfängliche Steigerung, die ziemlich hoch ist. Sie sinkt langsam, nur 
zwischen 104 und 93 ist eine Treppe, die durch die Gerinnung des Serums 
bedingt ist. Das Serum nach Bestrahlung ergibt eine geringere Anfangs- 
steigerung. Urin zeigt eine hohe Dauersteigerung, der bestrahlte zeigt 
nur in der Mitte etwas höhere Werte, sonst ist kein Einfluß der Bestrahlung 
zu finden. 


Ergebnis. Bestrabltes Lecithin und Urin wirken wie die entsprechenden 
unbestrahlten. Bestrahltes Serum zeigt eine geringere Anfangssteigerung. 


x 
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Versuch mit Hämoglobin, Serum und Erythrocyten. 


35g Hefe, 250g Zucker werden der zweistündigen Gärung überlassen, 
dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle; Flasche 2 
erhält 0,5g Hämoglobin, gelöst in 30 ccm Wasser; Flasche 3 erhält das- 
selbe, aber vorher 30 Minuten bestrahlt; Flasche 4 erhält 40 ccm Serum; 
Flasche 5 erhält 40 ccm, die vorher 90 Minuten bestrahlt waren; Flasche 6 
erhält 16ccm Erythrocytenbrei; Flasche 7 erhält dasselbe nach voraus- 

gehender Bestrahlung von 90 Minuten. Temperatur 20°. 














Zeit IS EE HE 
12h00 bis 20 2 15 10 l 30 | 33 | aa | æ% 
12 Ai Lal o 16 | 50 52 45 40 
1 06 o | 30 25 | 99 | 8 89 67 
1 40bis2hl0 | 60 | a 30 | 9% 9 a 60 
2 40 0 | 2% ss | o 90 80 56 
3 10 60 26 40 | 88 90 ' 88 60 
3 38 60 | 24 38 o 1 op 55 
405 i eo | 2 33 65 63 , 68 48 
4 33 loj a 35 60 6 | 6 46 
4 58 60 24 | 35 55 55 | 52 32 
5 20bis45 | 60 27 j 3 50 Aë | 47 31 
6 07 | 0 | 25 | 3 51 ag A 33 
7 00bis27 | 60 | oi 35 |3 | e 44 30 
7 55 Ion | 3 53 56 43 27 
8 20 e ai 30 54 58 4l 28 
8 45 ol!» |6 Bm 

am anderen Morgen: 
10h40'bis11b15" 60 ` 30 | 3 | 55 | 47 42 | 37 
11 50 60, W! a 5l 45 de 
12 30 ' 60 | 30 ı 35 50 56 50 |} 4% 





Hämoglobin zeigt bei dieser Konzentration eine starke Hemmung, 
die von der Hefe nur in geringem Grade überwunden wird. Bestrahltes 
Hämoglobin weist nach anfänglicher stärkerer Hemmung höhere Zahlen 
auf als das unbestrahlte. Serum zeigt zu Beginn eine Steigerung, dasselbe 
zeigt das bestrahlte Sorum, abgesehen von einer kleinen Hemmung. Dieses 
Blutserum stammte von einem Gesunden, während das vorhin untersuchte 
von einem Nierenkranken stammte. Ob die Differenz in der Hemmung 
darauf zurückzuführen ist, kann ich bisher noch nicht entscheiden. 
Die Erythrocyten zeigen eine ähnliche Kurve wie das Serum, erst 
Steigerung, dann Hemmung. Das bestrahlte Blut zeigt keine Steigerung, 
sondern nur Hemmung, die aber gleichlaufend stärker ist als beim 
unbestrahlten Blut. 
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Versuch mit Eidolter. 


Das Gelbe eines Eies wird gut verrührt, davon werden dreimal je 10 ccm 
10, 30, 60 Minuten bestrahlt. Inzwischen werden 125 g Hefe, 350 g Zucker, 
6300 g Wasser der zweistündigen Gärung überlassen und auf sieben Flaschen 
gefüllt. Flasche 1 wird Kontrolle; Flasche 2 erhält 1 cem Eigelb; Flasche 3 
erhält Beem Eigelb; Flasche 4 erhält 10ccm Eigelb; Flasche 5 erhält 
l0 ccm 10 Minuten lang bestrahltes Eigelb; Flasche 5 erhält 30 Minuten 
bestrahltes Eigelb; Flasche 7 erhält 60 Minuten bestrahltes Eigelb. 
Temperatur 25°. 





Zeit | Kom | 1cm Ei | 5 cem Ei |10cemEi | E1 .10x | Ei . 30 X | Ei.60X 
> res = —— 
52 


























12h10 bis 18’ 90 57 | 6 47 
12 25' 90 52 , 52 ' 6l 48 
12 31 90 54 | 59 66 56 
12 38 90 59 59 73 67 
12 45 90 64 d 80 76 
12 52 o 70 77 83 87 
12 58 90 73 80 86 90 
1 35 bis 42 90 85 86 84 86 
1 48 90 90 84 84 80 
1 55 90 84 84 82 80 
2 01 90 90 88 80 83 
2 08 90 90 86 88 91 89 80 
2 14 90 93 85 83 83 ` 86 85 
2 21 90 95 83 83 83 : 86 85 
2 27 , 90 96 85 81 85 87 86 
2 33 90 op | %4 80 92 84 86 
3 12 bis 18 90 92 | 80 77 85 82 85 
3 55 90 o ; 83 "e 80 84 83 
3 52bis59 |, WM 85 | 87 | 70 83 78 76 
4 06 | 90 89 o | 76 82 80 78 


Zunächst wurde die Wirkung von verschiedenen Mengen Eidotters 
auf die Hefe geprüft. Dabei zeigte es sich, daß bei 1 ccm Eidotter zuerst 
eine starke Hemmung auftritt, die allmählich überwunden wird, wobei 
sogar die 96 erreicht wird. Ähnliche Verhältnisse zeigen sich bei Zusatz 
von l5 ccm. Anders ist es bei Zusatz von 10 ccm. Die Hemmung ist weniger 
stark, aber nach Erreichung der Norm geht die Leistung ziemlich zurück. 
Die bestrahlten weisen stärkere Hemmung auf, arbeiten aber später durch- 
schnittlich besser als die unbestrahlten 10 ccm. Es ist aber sicher, daß hier 
verschiedene Reaktionen nebeneinander hergehen. 


Aus den vorliegenden Resultaten geht hervor, daß eine Reihe von 
Substanzen nach der Röntgenbestrahlung eine etwas andere Wirkung 
auf die Gärung ausübt als ohne Bestrahlung. Ob durch die Bestrahlung 
chemische Umsetzungen ausgelöst werden, oder ob es sich nur um Um- 
lagerungen handelt, müssen weitere Untersuchungen ergeben. Be- 
merken möchte ich, daß ich öfters die bestrahlten Substanzen vor die 
photographische Platte brachte, aber nie eine Wirkung bemerken 
konnte, so daß eine Nachstrahlung abzulehnen ist. Werden die Sub- 
stanzen in Gruppen zusammengestellt, so ergibt sich folgendes: 
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Substanzen, die nach Bestrahlung dieselbe Wirkung wie vor der 
Bestrahlung aufweisen, also ohne Röntgeneffekt sind: Kochsalz, Jod- 
salze in kleinen Dosen, Magnesiumsulfat, Rhodankalium ?, Silbernitrat ?, 
Natriumlactat, Natriumglycerinphosphorsäure, Natriumurat, Lecitihn, 
Urin, Pepton Witte. Es ist bei manchen zu Beginn eine kleine vorüber- 
gehende Steigerung nachzuweisen. 


Substanzen, die nach der Bestrahlung eine vorübergehende Steige- 
rung veranlassen, sind: Hexamethylentetramin, Eidotter, Bromkalium. 


Substanzen, die nach der Bestrahlung eine vorübergehende 
Hemmung aufweisen, sind : Jodsalze in großen Dosen, Cholin, Thyreoidin, 
eventuell Eidotter. 

Substanzen, dienach der Bestrahlung eine lang anhaltende Hemmung 
verusachen, sind: Bromammonium, Ammoniumphosphat, Cyankalium, 
Kaliumpermanganat. Natriumnucleat, Cholesterin in kleinen Dosen, 
Thyreoidinextrakt, Erythrocytenbrei, altes Lecithin. 

Substanzen, die nach der Bestrahlung eine lang anhaltende Steige- 
rung verursachen, sind: Kaliumdichromat, Kupfersulfat, Natrium- 
salicylat, Thiosinamin, thymonucleinsaures Natrium, Cholesterin in 
großen Dosen, Nucleinsäure, Hämoglobin, Ferrocyankalium. 


Diese Zusammenstellung hat nur einen bedingten Wert, wie die 
Aufzählung von gleichen Substanzen an zwei Stellen zeigt. Hemmung 
und Steigerung ist hier in bezug auf die unbestrahlte Substanz zu ver- 
stehen. Das Cholesterin kann einmal eine Hemmung zeigen, das andere 
Mal eine Steigerung, wenn es zuvor bestrahlt wurde. Bei der genauen 
Untersuchung stellt sich folgendes heraus: Wirkt das unbestrahlte 
Cholesterin hemmend auf die Gärtätigkeit, dann wirkt es nach Be- 
strahlung weniger hemmend; wirkt es aber unbestrahlt in kleineren 
Dosen steigernd, su wirkt es bestrahlt weniger steigernd. Die Ursache 
ist wohl nur durch teilweise Umwandlung von Cholesterin durch die 
Bestrahlung zu erklären. Ist weniger Cholesterin vorhanden, so wird 
die Hemmung geringer, wird das wenige Cholesterin, das gerade Steige- 
rung verursacht, teilweise umgewandelt, dann ist es in zu geringer 
Dosis vorhanden, um eine Steigerung hervorzubringen; es wirkt in 
bezug auf das Resultat hemmend, während bei der ersten Annahme 
es steigernd wirkt. Es ist dieselbe Wirkung, doch scheinen die Resultate 
verschiedenes zu erweisen. Ähnlich verhält es sich mit dem Eidotter, 
der einmal eine vorübergehende Steigerung zeigen kann, am Anfang 
dagegen eine Hemmung nach Bestrahlung aufweisen kann. Ein großer 
Teil der durch Röntgenstrahlen in bezug auf Hefegärung zu beein- 
flussenden Substanzen zeigt ähnliches Verhalten; es ist stets die Kon- 
zentration bestimmend, um einmal eine Steigerung, das andere Mal 
eine Hemmung hervorzurufen. Manchesmal liegt es auch am Präparat, 
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ob eine Steigerung oder Hemmung entsteht, wie es das Natriumnucleat 
und das Thymonatriumnucleat beweist. Auch das Thyreoidin verhält 
sich verschieden, je nachdem es in Aufschwemmung oder als Extrakt 
bestrahlt wird. 


So läßt sich eine andere Einteilung aufzählen: Stoffe, die keine 
Beeinflussung zeigen, das sind dieselben oben aufgezählten ; Stoffe, die 
vorübergehende Wirkung aufweisen: Jodsalze in großen Dosen, Brom- 
kalium, Cholin, Hexamethylentetramin, Thyreoidin, Eidotter; Stoffe, 
die länger anhaltende Wirkung nach Bestrahlung aufweisen: Kupfer- 
sulfat, Kaliumdichromat, Kaliumpermanganat, Ammoniumbromat, 
Ammoniumphosphat, Cyankalium, Ferrocyankalium, Natriumsalicylat, 
Cholesterin, nucleinsaure Salze, Thiosinamin, Hämoglobin, altes 
Lecithin, Thyreoidinextrakt. 


Die meisten wirksamen anorganischen Substanzen stehen in der 
letzten Gruppe, es scheint ohne Zweifel zu sein, daß durch eine innere 
Umgruppierung die Giftigkeit geringer wird. Bei den stickstoffhaltigen 
scheint ein besonderer Einfluß auf die Stickstoffgruppe zu bestehen, 
wodurch eine Steigerungsabnahme entsteht, doch müssen erst weitere 
chemische Untersuchungen das ganze Problem klären. Es ist nur 
so viel zu sagen, daß durch die Hefeversuche die bisher gefundenen 
Resultate bestätigt werden: Änderung von Jodsalzen, Ammonium- 
salzen durch die Röntgenstrahlen, ebenfalls die Änderung in 
bestrahltem Cholesterin. Daß Lecithin durch Röntgenstrahlen in 
vitro schwer angreifbar ist, hat sich auch hier gezeigt. Doch hat 
sich noch eine ganze Reihe von Substanzen als röntgenstrahlen- 
sensibel erwiesen. 


Die hier angeführten Substanzen wurden nach praktischen Gesichts- 
punkten ausgesucht. Eine Wirkung auf Natrium, Kalium, Magnesium, 
Chlor, Schwefel, Phosphor ist nicht nachzuweisen, nur Jod zeigt in 
höheren Konzentrationen eine Ausnahme. Eigenartig ist es, daß die 
Lactate nicht beeinflußt werden, da die Milchsäure im Carcinomstoff- 
wechsel eine Rolle spielt, ebenfalls ist das Lecithin nicht zu beeinflussen, 
nur in schon verändertem Zustande ist eine Änderung durch Bestrahlung 
möglich. Dagegen erleiden Cholesterin, Nucleinsäure, Thyreoidin, 
Hämoglobin eine weitgehende Beeinflussung durch Bestrahlung. 


Ergebnis. Es ist möglich, einen Unterschied in der Kohlensäure- 
ausscheidung der Hefegärung bei Bestrahlung und Nichtbestrahlung 
folgender Substanzen festzustellen: Cholesterin, nucleinsauren Salzen, 
Thyreoidin, Hämoglobin, Eidotter, altem Lecithin, Cholin, Hexame- 
thylentetramin, Cyankalium, Ferrocyankalium, Thiosinamin, Natrium- 
salicylat, Ammoniumsalzen, Jodsalzen, Kaliumbichromat, Kalium- 
permanganat, Bromkali. 
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Kein Unterschied ist festzustellen bei: Kochsalz, Jodsalzen in 
kleinen Dosen, Magnesiumsulfat, Rhodankalium ?, Silbernitrat ?, 
Natriumlactat, Natriumglycerinphosphorsäure, Natriumurat, Lecithin, 
Urin, Pepton - Witte. 
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Über ein mutmaßliches Citrylhämin. 


Von 
A. Partos (Neutra). 


(Eingegangen am 21. März 1926.) 


Nachdem es mir im Jahre 1920!) gelungen war, durch Einwirken- 
lassen von ameisensäurehaltigem Methylalkohol auf koaguliertes Blut 
eine kristallisierte Verbindung herzustellen, die von Küster und @erlach?) 
hinterher als Formylhydroxyhämin erkannt wurde, habe ich im 
Jahre 1924 den Versuch gemacht, ob man Verbindungen analoger 
Struktur auch durch Einwirkenlassen anderer organischer Säuren auf 
Blut erhalten könnte. 

Ich habe Schafsblut bis zu einem Gehalt von 1 Proz. mit Na,SO, 
versetzt, in der Wärme koaguliert, das Koagulum ausgepreßt, aus- 
kühlen gelassen und mit 93proz. Methylalkohol, der 4 Proz. Citronen- 
säure gelöst enthielt, extrahiert und den filtrierten Extrakt so lange am 
Wasserbade erwärmt, bis Trübung eingetreten war. Nach einiger Zeit 
hatte sich am Boden des Gefäßes ein schwarzer Niederschlag gebildet, 
bestehend aus mikroskopischen Kristallen. (Wurde das Koagulum 
noch warm verarbeitet, oder wurde die Citronensäure in einer geringeren 
Konzentration angewendet, so war es zwar ebenfalls zur Bildung der 
genannten Kristalle gekommen, doch waren sie reichlich mit amorphen 
braunen Schollen vermengt.) 

Die Kristalle waren in Alkoholen, Äther, Chloroform, konzentrierten 
Säuren und Laugen unlöslich, lösten sich aber ohne Rest und leicht 
in 71, proz., weit schwerer in etwas konzentrierterer oder verdünnterer 
Lauge. An einer näheren Untersuchung des mikrokristallinischen 
Körpers, von dem ich mit großer Wahrscheinlichkeit annehmen konnte, 
daß es sich um ein Citrylhämin handle, war ich wegen anderwärtiger 
Inanspruchnahme verhindert, und habe ich die Bearbeitung dieser 
Frage dem physiologisch-chemischen Institut der Universität Budapest 
überlassen. 


1) Diese Zeitschr. 105, 49, 1920. 
2) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 92, 1922. 


Über ein Citrylhämin. 


Von 
Helene Goldman. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der k. ungar. Universität 
Budapest.) 


(Eingegangen am 21. März 1926.) 
Mit 1Abbildung im Text. 


In der vorangehenden Mitteilung hat Partos!), dem esim Jahre 1920 
gelungen ist, ein Formylhydroxyhämin darzustellen, kurz über eine 
kristallisierte Verbindung berichtet, die vermöge ihrer Darstellungs- 
weise ein Analogon des Formylhydroxyhämins, ein Citrylhämin sein 
dürfte. Inzwischen wurde in diesem Institut von Stefan Hajdú?) ein 
Tartarylhämin dargestellt und dessen Eigenschaften sowie auch seine 
Zusammensetzung genauer studiert. 

Nachstehend wird über Versuche berichtet, durch die die Ent- 
stehungsbedingungen sowie die Zusammensetzung des Citrylhämins 
genauer ermittelt werden sollten. 

Bei der Herstellung der neuen Verbindung bin ich, von gewissen 
Abweichungen abgesehen, nach der Partosschen Vorschrift vorgegangen. 
Rinderblut wird bis zu einem Gehalt von 1 Proz. Na,SO, versetzt, in 
der Wärme koaguliert, das Koagulum ausgepreßt, der Preßkuchen mit 
heißem Wasser ausgewaschen, wieder ausgepreßt, der Rückstand einige 
Stunden lang an der Luft getrocknet, mit absolutem Methylalkohol, 
der 7 Proz. Citronensäure gelöst enthält, extrahiert, der ein- bis zweimal 
filtrierte Extrakt am Wasserbade mit aufgesetztem Rückflußkühler 
bis zur eingetretenen Trübung 1 bis 2 Stunden lang erhitzt und dann 
5 bis 12 Stunden lang stehengelassen. Während dieser Zeit kommt es 
zur Abscheidung eines tiefschwarzen, lockeren Belags am Boden und 


1) Diese Zeitschr. 172, 126, 1926. 
2) Ebendaselbst 168, 233, 1925. 
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teilweise an den Wänden des Gefäßes. Nach der Dekantierung der über 
dem Niederschlag befindlichen dunkelbraunen, jedoch durchsichtigen 
Flüssigkeit wird der Rest der Flüssigkeit, der den Niederschlag enthält, 
durch ein gehärtetes Filter filtriert, mit Äthylalkohol, Wasser, wieder 
Äthylalkohol, Äther gewaschen und getrocknet. 


Auf diese Weise war es mir in den meisten Fällen, doch durchaus 
nicht immer, gelungen, die Kristalle, wenigstens nach dem mikro- 
skopischen Bilde beurteilt, frei von Beimengungen zu erhalten. Prä- 
parate, in denen die Kristalle mit amorphen Schollen vermischt aus- 
gefallen waren, habe ich natürlich als mißlungen verworfen. Das Ge- 
lingen oder Mißlingen bängt allem Anscheine nach neben dem Citronen- 
säuregehalt des Methylalkohols auch von dem Wassergehalt des zu 
extrahierenden Koagulums ab, das, bloß einige Stunden lang an der 
Luft getrocknet, stets ansehnliche Mengen von Wasser enthielt. Daß 
auch diese Menge nicht immer ausreicht, geht daraus ‚hervor, daß ich 
die besten Resultate erhielt, wenn das lufttrockene Koagulum vor der 
Extraktion mit etwa 6 bis 8 Proz. Wasser angefeuchtet wurde. Betreffs 
des Citronensäuregehalts des zur Extraktion verwendeten Methyl- 
alkohols lauten meine Erfahrungen dahin, daß die oben erwähnte 
Konzentration von 7 Proz. die besten Ausbeuten und die reinsten 
Präparate liefert; bei Anwendung größerer oder geringerer Konzentra- 
tionen hatte ich häufiger Mißerfolge zu verzeichnen, sei es im Sinne 
einer schlechteren Ausbeute, sei es, daß durchweg oder in größeren 
Mengen amorphe Schollen ausfielen. 


Die Ausbeuten betrugen durchschnittlich 0,40 bis 0,70g pro 
1 Liter Blut. 


Eigenschaften. Die Kristalle sind nadelförmig, oft zu Drusen ver- 
einigt, und nur bei etwa 300facher Vergrößerung als solche zu erkennen; 
in dickeren Exemplaren tiefschwarz, in dünneren dunkelbraun. Ein 
charakteristischer Schmelzpunkt ist nicht vorhanden; bei etwa 250°C 
tritt Zersetzung ein. 


Die Kristalle sind unlöslich in Wasser, Äthylalkohol, Äther, Chloro- 
form und in konzentrierter Salzsäure; wenig löslich in konzentrierter 
Essigsäure, in konzentrierter Schwefelsäure, in citronensäurehaltigem 
Methylalkohol, in Pyridin, in konzentrierter Kali- und Natronlauge; 
besser löslich in reinem Methylalkohol; gut löslich in etwa 3proz. Kali- 
oder Natronlauge. 


Die Struktur der neuen Verbindung. Wie bei Hajdus Tartaryl- 
hämin, liegen die Verhältnisse auch bei der Citronensäureverbindung 
nicht so einfach, wie bei der Formylverbindung. Denn es gibt auch hier, 
wie beim Tartarylhämin, vier Möglichkeiten, die in nachstehendem 
mit A, B, C und D bezeichnet werden sollen. Dabei ist vorausgesetzt, 
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daß es sich auch hier, wie bei der Formylverbindung um ein Mono- 
methylhydroxyhämin handelt. 


A B 
Ca Da (C H,) OÖ, N, FeO—-CO Cas Bai (C Hs) O; N, Fe0O—CO 
T H, 6m, 
HO—C—-COOH HO—C—-COOH 
dë CH, 
COOH OH, (CH,)O,N,Fe0—CO 
C D 
Cu Ha (C H,O, N,Fe0—CO Ga Ha (C H0, N, Fe0—CO 
H, ` CHs 
Bm CuHy(CH,)0,N4FeO 
C,,Hsı(CH,)O,N,FeO O0OC—-C-OH Cu Hs (CH) OLN, Fe0—0C? C 
H, H, 
Cu Hy (CH,)O,N,Fe0—CO C„H,(CH,) ON. Pen. Zo 


Die Berechnung ergibt für 





| C H N Fe 
Proz. Proz. Proz. Proz. 

' KR Eege E EECH 
Fall A... 59,92 5,03 6,82 6,80 
, B. | 62,89 | 5,14 7,73 7,70 
SÉ E | 6406 | 5,18 8,08 8,05 
D. | oa | 52 8.27 8.24 


Ich habe zahlreiche Elementaranalysen an sechs eigenen und an 
zwei von Herrn Partos dem Institut zugesandten Präparaten aus- 
geführt, die aber recht divergierende Resultate lieferten. So schwankte 
z. B. der C-Gehalt zwischen 64,27 und 65,53 Proz., der N-Gehalt gar 
zwischen 9,23 und 12,02 Proz. Dabei stimmten aber in der Regel die 
an einem Präparat parallel ausgeführten Bestimmungen recht gut 
miteinander überein, und nur die verschiedenen Präparate waren es, 
die die großen Unterschiede aufwiesen. 


Der letzterwähnte Umstand, namentlich aber der hohe und 
wechselnde N-Gehalt ließen mich vermuten, daß es sich um Eiweiß 
bzw. hochmolekulare Eiweißabbauprodukte handelt, die den Kristallen 
als Verunreinigung anhaften, wozu vermöge der Art ihrer Darstellung 
aus Blutkoagulum reichlich Gelegenheit geboten ist. 

Es hat sich daher als wünschenswert erwiesen, eine Umkristalli- 
sierung vorzunehmen, was aber nicht im gewöhnlichen Sinne des Wortes 
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und nur auf einem Umweg gelang. Wird nämlich die wässerig-alkalische 
Lösung der Kristalle mit verdünnter Essigsäure sorgfältig neutralisiert, 
so fällt Hämatin in derben, dunkelbraunen, amorphen Flocken aus; 
löst man den am Filter gesammelten und mit Wasser gründlich ge- 
waschenen Hämatinniederschlag in Methylalkohol vom vorgeschriebenen 
Citronensäuregehalt und behandelt, wie eingangs beschrieben, in der 
Wärme, so erhält man Kristalle, die unter dem Mikroskop mit den 
aus dem Blutkoagulum direkt erhaltenen identisch erscheinen, von 
denen man jedoch annehmen kann, daß sie reiner sind als jene, und zwar 
um so reiner, je öfter man diese ‚„Umkristallisierung‘‘ — allerdings 
mit sehr großen Verlusten — wiederholt. 

Von einer vergleichenden Bestimmung der Lichtabsorption in der 
Lösung der ungereinigten Kristalle einerseits, der gereinigten anderer- 
seits konnte ich bei den immerhin 1 bis 2 Proz. und darüber betragenden 
unvermeidlichen Fehlerquellen der spektrophotometrischen Methoden 
nur den Nachweis erwarten, daß ich es nach dem ‚Umkristallisieren“ 
mit derselben Verbindung zu tun habe, wie vorher. Ob eine Reinigung 
tatsächlich erfolgt ist, konnte nur durch die Elementaranalyse ent- 
schieden werden (siehe weiter unten). 


Die Kristalle wurden in 3proz. Natronlauge gelöst und mittels 
eines Königschen Spektrophotometers (nicht modifiziertes Modell), 
das seinerzeit von Prof. Härs!) justiert und kalibriert wurde, unter- 
sucht. Als Lichtquelle diente Gasglühlicht.. Der Objektivspalt 
hatte eine Breite von 0,15 mm; der Okularspalt, der ein für allemal 
unverändert eingestellt blieb, umfaßte in Rot einen Spektral- 
ausschnitt von etwa l5u# und in Blau einen solchen von etwa 
Gut, Die untersuchten Lösungen hatten eine Konzentration von 
0,013 bis 0,0196 Proz. 


In nachstehender Tabelle sind die Mittelwerte der spezifischen 
Extinktionskoeffizienten (Extinktionskoeffizienten auf 0,1 Proz. Farb- 
stoffkonzentration bezogen) einer Reihe von ungereinigten Präparaten 
und die einer „umkristallisierten‘‘ Substanz zusammengestellt. Man 
sieht, daß die Daten der beiden Stäbe an den meisten Spektralstellen 
recht gut, an vielen vorzüglich und nur an einzelnen Stellen nicht gut 
übereinstimmen. Da es sich ferner um nahe verwandte Stoffe handelt, 
war auch zu erwarten, daß sich meine Substanz bezüglich der Licht- 
absorption dem Hajdüschen Tartarylhlämin und dem Partosschen 
Formylhämin ähnlich verhalten dürfte. Ich habe daher, des besseren 
Vergleichs halber auch die mittleren spezifischen Extinktionskoeffizienten 
des Hajdüschen Tartarylhämins und die des Partosschen Formyl- 


1) Diese Zeitschr. 82, 229, 1917. 
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Spezifische Extinktionskoeffizienten. 









Formylhämin 


Mittelwerte Um- Spektral- Spektral» 
von sechs | kristallisierte stelle Mittelwerte stelle Mittelwerte 
Substanz uu 








hämins in die Tabelle aufgenommen!). Wie aus der Tabelle zu ersehen 
ist und auch bereits von Hajdü vervorgehoben wurde, bestehen zwischen 
Tartaryl- und Formylhämin gewisse Unterschiede, indem das Maximum 
der Adsorption am Tartarylhämin rotwärts verschoben ist. Hingegen 
ist die Analogie zwischen Citryl- und Formylhämin eine sehr weit- 
gehende, indem die Absorptionsmaxima recht genau zusammenfallen 
und die beiden Kurven, wie auch aus nachstehender Abbildung hervor- 
geht, auch sonst parallel verlaufen. Ein Unterschied besteht allerdings 
darin, daß.die spezifischen Extinktionskoeffizienten am Citrylhämin 
durchweg größer sind als am Formylhämin. 


un 


ten 





Lé 


en 
Cp 











Spezifische Extinktionskoe 
Ln 
>) 


Abb. 1. 


1) Dadurch, daß die Spektralstellen, an denen die verschiedenen Ver- 
bindungen untersucht wurden, einander vielfach nicht genau korrespondiert 
haben, wird an der Beurteilung der Ergebnisse nicht viel geändert. 


9+ 
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Die Elementaranalyse an der zweimal ‚„umkristallisierten‘‘ Substanz 
wurde in einem bestbekannten reichsdeutschen Laboratorium mit folgendem 
Ergebnis ausgeführt: 
| 18,440 mg Substanz lieferten 43,710 mg CO, und 8,89 mg H,O. 
8,960 mg Substanz lieferten 0,685 ccm N bei 714mm Hg und 19C. 
36,910 mg Substanz lieferten 4,670 mg Fe,O;. 


Hieraus berechnet, enthielt die Substanz 64,65 Proz. C, 5,36 Proz.H, 
8,40 Proz. N und 8,85 Proz. Fe. Diese Mengen entsprechen gut, teil- 
weise vorzüglich der unter D angeführten Formel, woraus resultiert, 
daß sich ein Molekül der Citronensäure mit vier Häminmolekülen zu 
(Monomethyl-) Citrylhydroxyhämın verbindet. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Paul Härs ausgeführt. 


[Beitrag zum Mineralstoffwechsel der Haut. 


Caleium- und Kaliuınbestimmungen in der Haut von Mäusen nach saurer 
bzw. basischer Ernährung. 


Von 
Kaethe Börnstein. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 21. März 1926.) 


Im Jahre 1911 veröffentlichte Luithlen die Mitteilung (1), daß 
bei Kaninchen die Empfindlichkeit der Haut gegen Entzündungsreize 
durch die Art der Ernährung beeinflußbar sei; mit Hafer gefütterte 
Tiere bekamen nach Reizung der Haut stark exsudative Dermatitiden 
— sie verhielten sich wie Tiere mit Salzsäurevergiftung und solche, 
denen er Natriumoxalat injiziert hatte —, während bei Grünfutter- 
ernährung ebenso wie nach Calciumchloridinjektionen die Neigung zu 
entzündlichen Exsudationen herabgesetzt war. Durch Stoffwechsel- 
untersuchungen (2) fand Lusthlen dann seine Vermutung bestätigt, daß 
die verschiedene Reaktionsweise mit den durch die Ernährung be- 
dingten Veränderungen des Basenhaushalts in Zusammenhang stehe; 
er stellte fest, daß die Grünfuttertiere eine negative Bilanz für Na 
und eine positive für Ca, K und Mg aufweisen — und bei Anreicherung 
des Organismus an Basen eine Verschiebung des Kationengleichgewichts 
zuungunsten des Na —, daß dagegen bei den Hafertieren bei erhaltenem 
Basenäquivalentgewicht eine negative Bilanz für Ca und K und eine 
positive für Mg und Na besteht. 

Auf diese Befunde von Zuithlen hin veranlaßte mich Herr Professor 
Rona, den Mineralsalzgehalt der Haut bei verschieden ernährten Mäusen 
analytisch zu untersuchen, um zu erforschen, ob vielleicht die Haut 
ein Depot für Mineralsalze bilde. 

Zunächst wurden drei Gruppen Tiere je mit Zuckerwasser, 
Fett (Margarine oder Speck) und Kartoffeln einseitig ernährt. Da 
ein großer Teil der Tiere jedoch unter avitaminotischen Erscheinungen 
zugrunde ging und die gefundenen, auf 0,1g Haut berechneten Ca- 
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und K-Werte bei keiner Gruppe untereinander übereinstimmten, ver- 
suchte ich, den Untersuchungen von Luithlen entsprechend, einerseits 
ein saures, andererseits ein basisches Futter zu geben. Als saures wurde, 
wie von Luithlen, Hafer gewählt — mit etwas Weißbrot, durch das der 
saure Charakter des Futters nicht geändert wird —, ich nenne die so 
ernährten Tiere kurz ‚Hafertiere‘‘; die basisch ernährten Tiere — sie 
mögen „künstlich ernährte Tiere“ heißen — bekamen zunächst Kar- 
toffeln, mit getrocknetem Spinat vermischt, und dazu ein paar Scheiben 
Kohlrüben, die sie jedoch nicht fraßen. Da die Tiere dieser Gruppe 
nach 2 Tagen anfingen, schlecht zu fressen, und stark an Gewicht ab- 
nahmen, erhielten sie vom vierten Tage an ein künstliches Nahrungs- 
gemisch, das sie sehr gut nahmen und bei dem sie gut gediehen. Das 
künstliche Futter bestand aus der Grundnahrung und einem für diesen 
Zweck zusammengestellten Salzgemisch. Erstere hatte, den Angaben 
von Abderhalden und Wertheimer (3) folgend, nachstehende Zusammen- 
setzung: 


Casein — 2... = Sao 18g 
Stärke. . ». 2 2 2 2 0000. 5lg 
Schmalz . .. . 2. 2.2220. 23g 
Lebertran. `, . . oaa 2 2 2.. 4g 
Salzgemisch . . . 2. .... 4g 
Hole... 4 sa e coa a lg 


Das Salzgemisch wurde in Anlehnung an Salzgemisch 185 von 
Mac Colum berechnet, und zwar so, daß das Kationenverhältnis un- 
gefähr dem des Grünfutters entspricht. 


Seine Bestandteile waren folgende: 


NaCl u sea 2.0 Ss 11,8 Proz. 
KSHPO;: 2.3 2 dha 5,8 „ 
KSO e So u e 16,84 „, 
Ca lactic +5H,O. . . . 52,85 „ 
Mg citric. + 14H,0. . . 11,31 „ 
Fe citric. +3H,0 ... 14 „ 


Für die in der Asche des Hafers vorhandenen Verbindungen gibt 
König (4) folgende Analysenwerte: 


RO. 0 en. 2 e o 17,9 g 
NaO 4.4.2 2. a una a 1,66 g 
CaO 8 a gA a Er d e, 8 3,60 g 
leet e Ei er e nr 7,13 g 
E80; & 2 u... 0 E 1,18 g 
EN eo g 

Doko a a ee e n KC 
Ole ae 0: GEES 0,94 g 
SEO: ap Ae Arten Aa ah ray Aë 39,18 g?) 


1) Nach persönlicher Mitteilung von Herrn Geheimrat J. König. 
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Die folgende Tabelle zeigt zum Vergleich den Prozentgehalt des 
Hafers und des künstlichen Salzgemisches an Mineralbestandteilen und 
darunter den Prozentgehalt der Basen allein: 


| Naz O | Ka ag CaO | MgO | Fe203| Ba O; | SO; | Cl (ao 
Hafer . . Proz." 1,66 
Salzgemisch „ 15,17 
Hafer . . 5,26 56,88 1144 22.66 
Salzgemisch S E 20. ‚I 












Das Verhältnis der Basenoxyde zu den Säureoxyden ist also 
folgendes: 
Halor: Ze ei e ui. un. u A d 32 : 68 


Auf Ionenäquivalentgewichte berechnet, erhält man die in der 
folgenden Tabelle zusammengestellten Werte: 








Hafer g»Ag. 0,3565|0,0442| 1,0853| 0,0445] 0,0266) 1,3060 
er 
gg. 




















SL -Proz.| 1,57 11,10 | 3,76 110,40 31,80 | 1,31 
Zu: Geer [14 3 185 bm | 6,86 71 13,73 ze 
Hafer Kat. N 





Safe! 5,57 139,30 


| 13,30 136,80 |458 | — | — 
en. 220 28.6 | 


374 |1056 "61 | — | — 


Vergleicht man die Tabellen miteinander, so ist erstens ersichtlich, 
daß die auf Äquivalentprozente berechneten Werte nicht unerheblich 
von den für Oxyde angegebenen abweichen, es daher notwendig ist, 
derartige Berechnungen in Äquivalentwerten anzugeben. Daß ferner 
das künstliche Salzgemisch dem sauren Hafer gegenüber ein stark 
basisches ist, und daß der Hafer Ca- und Na-ärmer, Mg- und K-reicher, 
das künstliche Futter hingegen, dem Grünfutter entsprechend, K- und 
Ca-reicher und Mg- und Na-ärmer ist. 


Da nun die ‚künstlich ernährten Tiere“ weit mehr Futter auf- 
genommen haben als die ‚„‚Hafertiere‘‘, wie aus der Gewichtszunahme 
erhellt (s. unten), das Futter außerdem als basisches einen höheren 
Prozentgehalt an Basen aufweist als der Hafer, so müssen die „künstlich 
ernährten Tiere‘ sicher mehr Basen aufgenommen haben als die Hafer- 
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tiere. Wie Luithlen (2) ferner festgestellt hat und wie bereits oben 
erwähnt wurde, besteht bei den Hafertieren eine negative Bilanz für 
Ca und K, während bei den Grünfuttertieren diese beiden Mineralien 
angereichert werden. Falls also die Haut als Depot in Betracht kommt, 
so wäre zu erwarten, daß in erster Linie die Ca- bzw. K-Werte in den 
Häuten der beiden verschieden ernährten Tiergruppen voneinander 
differierten. Deshalb beschränkte ich mich auf die mikroanalytische 
Bestimmung dieser beiden Mineralien in der Haut. 


Die Behandlung der Tiere geschah folgendermaßen: 


Nach 24stündigem Hungern wurden sie in drei Gruppen eingeteilt. 
Die erste (zehn junge Tiere) bekam Hafer mit wenig Weißbrot, die 
beiden anderen (die eine zehn ausgewachsene, die andere acht junge 
Tiere) erhielten zunächst Kartoffeln mit getrocknetem Spinat und vom 
vierten Tage an das künstliche Nahrungsgemisch. Die Kartoffeln wurden 
geschält, in Aqua dest. gekocht, zerquetscht und, mit dem Spinat vermengt, 
zu Kugeln geformt. Jeden Morgen wurden die Reste fortgenommen und 
frisches Futter verebreicht. Wie das Kartoffel-Spinatgemisch wurde 
dann auch das künstliche Futter zu Kugeln geformt, nachdem es gründlich 
durchgemischt worden war. Das Gewicht der Hafertiere blieb während der 
Versuchsperiode unter geringen Schwankungen ungefähr gleich, dagegen 
zeigten die „künstlich ernährten Tiere‘ eine regelmäßige Gewichtszunahme, 
und zwar stieg das Gewicht der zehn ausgewachsenen Tiere, das in den 
ersten 4 Tagen von 189 auf 179g gesunken war, bis auf 202g. Die 
jungen Tiere nahmen während der Fütterungsperiode im Durchschnitt 
je 2g zu. 

Nach l4tägiger Fütterung wurden alle Tiere mit Äther getötet. Die 
erste Schwierigkeit bewirkte nun die Entfernung der Haare. Die Benutzung 
eines Epilationsmittels war nicht angängig, da die Haut davon angegriffen 
wurde. Am besten erwies es sich, die Haare erst mit der Schere zu kürzen, 
dann mit Hilfe eines Skalpells auszuziehen — eine sehr mühsame Arbeit. 
Dann wurde die Haut abpräpariert, und zwar mußte das möglichst bald nach 
dem Töten der Tiere geschehen, solange die Haut noch frisch war — eventuell 
konnten die Tiere 1 bis höchstens 2 Tage im Eisschrank gelassen werden. 
Die Häute wurden möglichst sorgfältig vom Unterhautbindegewebe und Fett 
und vollständig von allen Gefäßresten befreit, darauf in warmem Aqua dest. 
mehrmals gewaschen und zwischen Filtrierpapier getrocknet. Wenn sie luft- 
trocken waren, wurden noch die letzten Reste Haare ausgezupft oder abge- 
sengt, die Häute durch Äther entfettet und etwa noch anhängendes Binde- 
gewebe entfernt; dann wurden sie im Fischerschen Apparat bei der Temperatur 
des Alkoholdampfes bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, verascht und 
Ca und K mikroanalytisch nach de Waard (5) und Kramer-Tisdall (6) 
bestimmt. Da die auf 0,1 g Haut berechneten Werte trotz möglichst sauberer 
Entfernung von Bindegewebe und Fett — ich hatte zunächst nicht mit 
Äther entfettet — noch starke Abweichungen zeigten, mußte dazu über- 
gegangen werden, den Gehalt an Ca und K in der Asche zu bestimmen. 
Dazu war es nötig, die Asche zu wägen, und das ergab die größten Schwierig- 
keiten. Der relativ sehr geringen Aschemenge wegen war ein sehr kleiner 
Tiegel erforderlich, andererseits aber hatten die Häute vor dem Veraschen 
ein beträchtliches Volumen. Nach verschiedenem, langwierigem Herum- 
probieren benutzte ich einen kleinen Platintiegel von etwa 4 ccm Inhalt. Die 
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getrockneten Häute wurden in kleine Stückchen zerschnitten und in kleinen 
Portionen hintereinander möglichst vollständig verkohlt. Es wurden jedesmal 
zwei bis vier Häute verarbeitet mit einem Gewicht von 0,3 bis 0,45 g. 

Nach dem Auslaugen der verkohlten Masse mit Wasser mußte voll- 
kommen verascht werden; da die für das Verkohlen der Häute notwendige 
hohe und enge Form des Tiegels den Luftzutritt sehr erschwerte, konnte 
die vorher angewandte Sioltesche Methode nicht mehr benutzt werden, 
— sje nahm 12 Stunden in Anspruch —, ebensowenig war es möglich, durch 
Einleiten von Sauerstoff oder im elektrischen Ofen eine schnellere Ver- 
brennung zu erzeugen. Als beste Methode erwies sich das Veraschen über 
der Bunsenflamme unter vorsichtiger, tropfenweiser Zugabe von reinem, 
umkristallisierten Ammoniumnitrat, zunächst in schwacher, dann stärker 
konzentrierter Lösung. Auf diese Weise erforderte jede Veraschung etwa 
4 bis 6 Stunden. Nach Zufügen der Aschenbestandteile aus dem wässerigen 
Extrakt wurde das Gewicht der Gesamtasche mit der Mikrowage bestimmt. 
Im wässerigen bzw. salzsauren Auszug, der auf 10 ccm aufgefüllt wurde, 
wurden je zwei Kontrollbestimmungen von K bzw. Ca gemacht, indem 
je ein aliquoter Teil (4ccm) nach dem Einengen in ein Zentrifugenröhrchen 
überführt wurde, so daß, den Angaben von de Waard und Kramer-Tisdall 
entsprechend, 1 bis 2 cem Flüssigkeit weiter verarbeitet wurden. Durch 
Voruntersuchungen war festgestellt worden, daß die auf diese Weise zur 
Bestimmung gelangenden Kaliummengen ungefähr denen entsprachen, für 
die die Methode von Kramer-Tisdall ausgearbeitet wurde (0,16 bis 0,22 mg 
K pro Kubikzentimeter). Die Calciummengen waren nur etwa halb so groß 
wie die von de Waard bestimmten (0,08 mg Ca in 0,5 ccm). Durch eine kleine 
Abänderung der Methode nach Angabe von Herrn Prof. Rona — es wurde 
eine stark verdünnte alkoholische Lösung von Neutralrot als Indikator 
benutzt und der Niederschlag über Nacht stehengelassen — wurde aber 
erreicht, daß die Fehlergrenze für 0,04 mg Ca nicht mehr als 5 Proz. betrug. 
Die so modifizierte Methode ist also auch zur Bestimmung von sehr geringen 
Ca-Mengen durchaus zuverlässig, während nach Hecht (7) bei der Ca-Be- 
stimmung nach den ursprünglichen Angaben von de Waard schon bei 
0,1mg Ca + 4 Proz. Fehler entstehen sollen. 


In den folgenden Tabellen sind die von mir erhaltenen Werte für 
Ca und K bei den Hafer- bzw. künstlich ernährten Tieren zusammen- 
gestellt. Die Häute der Hafertiere wurden in drei Gruppen untersucht, 
und zwar stammten die Häute der Gruppen I und II von weiblichen, 
die der Gruppe III von männlichen Tieren; ich bezeichne sie mit Ha I, 
Ha II, Ha III. Die Häute der ‚künstlich ernährten Tiere“ wurden 
auf sieben Gruppen verteilt: Gruppe I und II von jungen weiblichen 
Tieren, Gruppe III, IV, V von ausgewachsenen weiblichen und Gruppe VI 
und VII von. ausgewachsenen männlichen Tieren. Sie wurden mit 
K-E I bis VII bezeichnet. Von jeder Gruppe wurden zwei Kontroll- 
bestimmungen gemacht und jedesmal der Faktor für die Rosafärbung 
in einem genau gleichen Zentrifugengläschen mit derselben Flüssigkeits- 
menge bestimmt. Er betrug durchschnittlich 0,02 bis 0,03ccm. Nur 
für die Gruppen K-E I und K-E IV konnte nur eine Ca-Bestimmung 
gemacht werden. Die Kontrollen zeigten alle gute Übereinstimmung, 
wie aus den folgenden Tabellen hervorgeht. 
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Die folgende Tabelle zeigt zunächst die Gewichte der Häute, die 
in jeder Gruppe verarbeitet wurden, und ihren Aschengehalt: 


| Hal | Hall | Ha II | K-E I | KEII KE II K-EIV K-EV |K-E vken 
Gewicht der | 


| 
Häute . . . g | 0,433 | 0,314 | 0,454 | 0,421 | 0,379| — 0,315 0,415 ; 0,366. 0,421 
Gesamtasche mg 8,70 5,86 8.06 9,89 8.01 5,50 5.04 5.37 6,73 6.82 


Proz.»Gehalt d 
z.-Gehalt der — |159 |1,29 |1,84 |182 














Haut an Asche 


Der Gehalt der Haut an Asche beträgt also im Mittel 1,82 Proz. 
Die Abweichungen davon betragen + 29 Proz. 
Für Calcium ergaben sich folgende Werte : 


Eaka RA ES 2 |213] 
e a f = VEISI? eh v "NM lui v 
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| ei 
Gefundene | 1. Kontrollbest. | 0,048|0,040 0,050 | 0 ‚044 0,080 0.087 0,035) — | — 0,050 
menge in | 2. Kontrollbest. | 0,048.0,048 0,050 | — 0,080.0,038 — | — | — 0,046 
ee ag el 0,048|0,044|0,050 | 0,0440,080|0,038\0,035| — | — [0,048 
Ca in Gesamtasche . . . . mg | 0,121/0,112|0,126 | 0,111/0,200 0.097 0.088 — | — 0,120 
Ca in Gesamtasche. . . Proz. 1,39 11,97 11,56 ||1,14 12,45 11,73 11,73 |— | — 1,76 











Die Werte für Ca bei den Häuten der Hafertiere zeigen, wie er- 
sichtlich, eine gute Übereinstimmung; sie differieren vom Mittelwert 
(1,64) um + 20 Proz., — 15,3 Proz. Ebenso stimmen die Werte für die 
Häute der ‚künstlich ernährten Tiere‘‘ gut überein. Ihr Mittelwert 
beträgt 1,76. Die Werte der Häute der ausgewachsenen Tiere differieren 
kaum voneinander (zwei Gruppen weibliche, eine Gruppe männliche 
Tiere). Die beiden Werte der Häute der jungen Tiere zeigen fast 
dieselbe Abweichung vom Mittelwert (+ 36,2, — 36,5 Proz.) Alter 
und Geschlecht scheinen demnach auf den Ca-Gehalt der Haut ohne 
Einfluß zu sein. Auch bei den Hafertieren sind durch das Geschlecht 
bedingte Unterschiede nicht festzustellen. (Die Werte der Häute der 
weiblichen Tiere schwanken um den Mittelwert um + 20, — 15,3 Proz.. 
während der Wert für die Häute der männlichen Tiere nur um 
5 Proz. davon differiert. 


Die folgende Tabelle zeigt die für Kalium gefundenen Werte: 













































































= | a g |-JlelE| 2 > 5|5 

S = a |R|] e a mg y le 

iia af T IE Sja EM es 2 Is 
Gelundena E e on 710,10 0,24 Ei 0,13 | 0,12 007 0,19 | — 
menge in _2. Kontrollbest. Kontrollbest. 0,1 | 0,07 0 ‚23 — | — Ae v 0,11 | 0,07 | o 17 — 
me went . Ss | 0,085 | 0,235 || — | — | 0,145| 0,115 | 0,07 | 0,18 | — 
K in Gesamtasche. . . . . mg | 0,45 | 0,21 |0,59 — 0,36 | 0,29 |0,17 | 0,45 |— 
K in Gesamtascho . . . . Proz. || 5 32 [3,96] | 7,30 7,56 | 5,61 |[3,79]' 6,87 |— 
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Die Werte von Hal und K-EV sind auffallend niedrig; der 
Grund dafür dürfte darin liegen, daß die in diesen beiden Fällen 
vorhandenen Kaliummengen nur etwa die Hälfte von denen betrugen, 
für die die Methode ausgearbeitet ist und die Methode für so geringe 
Mengen nicht ausreicht. Ich habe die Werte deshalb in Klammern 
gesetzt, ebenso die unter ihrer Berücksichtigung gefundenen Mittelwerte. 

Die Kaliumwerte der Häute der Hafertiere und der ‚künstlich er- 
nährten Tiere“ zeigen also eine ähnliche Übereinstimmung wie die Ca- 
Werte. Der Mittelwert der Häute der Hafertiere beträgt 6,31 [5,52] Proz. 
und die Abweichungen davon + 16 Proz. [+ 32, — 28,5 Proz.]. Die 
Häute der ‚künstlich ernährten Tiere‘ haben einen mittleren Kalium- 
gehalt von 6,68 [5,96] Proz. um den die Einzelwerte um + 16, 
— 36,5 Proz. schwanken. Wie bei den Ca-Werten, lassen sich auch 
bei den K-Werten durch das Geschlecht bedingte Unterschiede nicht 
feststellen. 


Die Mittelwerte der gefundenen Calcium- und Kaliummengen 
einerseits für die Hafer-, andererseits für die ‚künstlich ernährten Tiere“ 
sind folgende: 


u | |  Hafertiere | K»E;Tiere 
ee a aa a en Te re Fee Fe Se a se 
be LE) D 
Mittelwerte für Ca-Gehalt in Asche. . . Proz. ; 1,64 1,76 
= „ K-Gehalt „ » ex o Proz. | 6,31 [5,52] 6,68 [5,96] 


Es zeigen also sowohl die Calcium- als auch die Kaliumwerte nur 
geringe Differenzen bei den verschieden ernährten Tieren, und zwar 
sind die Abweichungen beider Wertepaare fast dieselben: Die Ca- 
Mittelwerte der Häute der Hafertiere und ‚künstlich ernährten Tiere“ 
weichen um je + 3,5 Proz., die K-Mittelwerte um je + 3 [4] Proz. 
von ihrem gemeinsamen Mittelwert ab, Differenzen, die innerhalb der 
Fehlergrenze der Methoden liegen. 


Ich habe nun noch die Werte für Ca und K auf 0,1 g Haut be- 
rechnet, und aus den folgenden Tabellen ist zu erseben, daß die so be- 
rechneten Werte eine stärkere Abweichung voneinander zeigen als die 
auf Asche bezogenen. Die folgende Tabelle enthält die auf 0,1 g Haut 
berechneten Werte: 


a 


Bei den Hafertieren zeigen die Werte für Calcium, auch auf 
0,1 g Haut berechnet, gute Übereinstimmung, sie weichen von ihrem 








K-E III 



































Ca auf 0.1 g Haut mg | 0,028 | 0,036 | 0,028 0,026 
K auf 0,1g Haut mg | 0,105 (0,068) 0,131 
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Mittelwert (0,031 mg) um maximal + 16,2, — 9,5 Proz. ab, aber die 
Ca-Werte für die K-E-Tiere zeigen maximale Differenzen von + 56, 
— 23 Proz. von ihrem Mittelwert (0,034 mg). Die für Kalium ge- 
fundenen Werte differieren für die Hafertiere um + 11[+ 30, — 32,5] Proz. 
von ihrem Mittelwert 0,118 mg (0,101 mg), für die K-E-Tiere um 
+ 14 [+ 43, — 51] Proz. von ihrem Mittelwert 0,105 mg (0,084 mg). 


Die auf 0,1 g Haut bezogenen Mittelwerte sind nachstehende: 


|  Hafertiere | K»E-Tiere 


Mittelwerte für Ca-Gehalt auf 0,1 g Haut . . mg 0,034 
z » K-Gehalt „ 0,1g „ . .mg | 0,118 [0,101] | 0,105 [0,084] 


















Die auf 0,1 g Haut bezogenen Ca-Mittelwerte der Haut der Hafer- 
mäuse und K-E-Tiere weichen von ihrem gemeinsamen Mittelwert 
um + 4,8 Proz., die K-Mittelwerte um + 6 [9 Proz.] ab, während die 
entsprechenden (Ha; [Hay] Hay; und Ru [K-E,]K-Eyı) auf Asche 
bezogenen Werte nur um 4 bzw. 0,8 [0,8 Proz.] von ihrem Mittelwert 
abweichen. Es ist also die Bestimmung von Calcium und Kalium in 
0,1 g Haut nicht so exakt wie die Bestimmung in der Asche, trotz 
sorgfältigster Entfernung von Fett und Bindegewebe. 

Als Gesamtergebnis obiger Untersuchungen darf mithin geschlossen 
werden, daß durch verschiedene Ernährung der Gehalt an Calcium 
und Kalium in der Mäusehaut nicht beeinflußt wird, daß somit eine 
Speicherung dieser beiden Kationen durch die Haut nicht an- 
zunehmen ist. 


Zusammenfassung. 


Es wurde mikroanalytisch der Gehalt an Calcium und Kalium 
in der Haut von Mäusen bestimmt, die einerseits sauer (Hafer), anderer- 
seits basisch (künstliches Futter mit besonders zusammengestelltem 
Salzgemisch) ernährt worden waren. Durch die verschiedene Mineral- 
zufuhr konnte kein wesentlicher Unterschied im Gehalt der Haut an 
Ca und K festgestellt worden, so daß also die Haut als Depot für diese 
Kationen nicht in Betracht kommen dürfte. 
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‚Die Zirkulation des Goldes bei der Sanocrysin-Behandlung. 
(Quantitative Untersuchungen mittels einer elektrolytischen Methode.) 


Von 
Svend Lomholt. 


(Aus der Hautklinik des Finsenschen medizinischen Lichtinstituts 
zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 20. März 1926.) 


Die Beachtung, die die neue Sanocrysinbehandlung gefunden hat, 
hat der Frage nach einer brauchbaren Methode zur Bestimmung kleiner 
Goldmengen in organischer Substanz ein großes aktuelles Interesse 
verliehen. In der Literatur habe ich bei Beginn dieser Untersuchungen 
keine Methoden finden können, die geeignet wären, auf eine leichte und 
zuverlässige Art und Weise die Verteilung des Goldes im Organismus 
und seine Ausscheidung zu verfolgen. Später wurde unter anderem eine 
gute kolorimetrische Methode von Gebrüder Keiding veröffentlicht 
(Acta tuberculosa scandinavica 1925). 


Ich habe dann mit sachverständiger Unterstützung von Pr. phil. 
Christiansen und cand. mag. Helge Petersen versucht, eine hierfür 
brauchbare elektrolytische Methode auszuarbeiten?!). Bei der Elektrolyse 
hat man den Vorteil, das Gold durch Wägung bestimmen zu können. 
Jedoch zeigte es sich, daß es nicht so einfach ist, konstant so zuverlässige 
Resultate zu bekommen, wie man wohl erwartet hätte. Ich möchte 
daher hier eine Arbeitsmethode mitteilen, die in meinen Händen gute 
Resultate gegeben hat. 

1. Alle organische Substanz wird zerstört. Die Organe, Fäzes usw. 
werden für 24 Stunden mit rauchender Salpetersäure versetzt. Darauf 
werden sie in einer flachen Porzellanschale verdampft. Unmittelbar 
nach den ersten Zeichen der Verkohlung wird das Kochen unterbrochen, 


1) Lomholt, Hospitalstid 1925, No. 27 æ Ugeskrift f. Läger 1925, 
No. 32 & 44. 
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und nach ganz kurzer Abkühlung wird tropfenweise längs des Schalen- 
randes sehr vorsichtig rauchende Salpetersäure zugesetzt. Der Inhalt 
wird dann in der Regel in Brand geraten. Darnach wird eine einzige 
oder zwei Verdampfungen nach Zusatz von etwas mehr Säure zur 
vollkommenen Veraschung genügen, indem man zum Schluß die Schale 
gründlich ausglüht, die dann nur weißgraue Asche enthält. Die Urin- 
portionen oder dergleichen werden am besten einer Trockenverdampfung 
vor der Destruktion unterworfen, z.B. durch Aufstellung in einer 
flachen Schale in einem heißen Raume. 


2. Die Asche wird in verdünnter Salpetersäure unter Zusatz einer 
geringen Menge Salzsäure gelöst. Zur Entfernung des sich entwickelnden 
Chlors wird einige Zeit gekocht. 


3. Die Flüssigkeit wird mit Ammoniak ganz schwach übersättigt, 
und pro Kubikzentimeter Flüssigkeit werden 10 mg Cyankalium hinzu- 
gesetzt. Der Bodensatz wird abfiltriert, wonach die Flüssigkeit, im 
, ganzen 40 ccm, zur Elektrolyse klar ist. 


4. Elektrolyse. Man benutzt ein Becherglas von 75ccm. Als 
Anode nimmt man ein kleines Platinplättchen, das in der oberen 
Schicht der Flüssigkeit so angebracht wird, daß der sich entwickelnde 
Sauerstoff, ohne in der Elektrolyseflüssigkeit absorbiert zu werden, 
leicht entweichen kann. Als Kathode benutzt man eine Platinelektrode 
von dünnem Blech (0,007 mm Dicke) und von einem Areal von etwa 
3ccm. Ihr Gewicht soll mit dem angebrachten Draht etwa 70 mg sein. 
Es wurde eine Stromstärke von etwa 70 Milliamp. angewandt, was 
einer Stromdichte von etwa 20 Milliamp. pro Quadratzentimeter ent- 
spricht. Die entsprechende Spannung schwankte in der Regel um etwa 
4 Volt. Es kommt eine lebhafte Wasserstoffentwicklung in der Um- 
gebung der Kathode zustande, die zur Unterhaltung der notwendigen 
Umrührung ausreicht. 


5. Die Elektrode wird nach 24 Stunden hochgenommen, nachdem 
die Cyankalilösung durch Durchspülung vorher entfernt ist. Darauf 
wird sie einen Augenblick in verdünnter chlorfreier Salpetersäure 
gekocht, in einer Spiritusflamme geglüht und gewogen, wenn erwünscht, 
auf einer Mikrowage (Nernstwage). Das Leergewicht der Elektrode 
muß immer vor jeder Elektrolyse bestimmt werden. Nach beendetem 
Gebrauch werden die Elektroden in der Cyankalilösung am ein- 
fachsten durch Zusatz einiger Kubikzentimeter Wasserstoffsuperoxyd 
gereinigt. 

Von besonderer Bedeutung ist es, daß die Flüssigkeit nicht wesent- 
lich mehr Cyankali als hier angegeben enthält, daß die Elektrolyse 
nicht zu schnell abgebrochen wird (wenigstens 12, am besten 24 Stunden), 
daß die angewandte Stromdichte nicht zu groß ist, aber namentlich, 
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daß die Elektroden absolut sauber sind, nicht nur frei von den gewöhn- 
lichen Verunreinigungen, sondern auch frei von Platinschwarz, das sich 
‚bei der Elektrolyse leicht bildet. Zur Vermeidung letzterer Fehlerquelle 
hat es sich als praktisch erwiesen, die Elektroden häufig zu wechseln, 
z. B. jede Elektrode nur zu vier Elektrolysen zu benutzen. 


Eine Anzahl von Kontrollversuchen ergab folgendes Resultat: 


Kontrollanalysen. 


6. Mai. Zu 50g Lebergewicht werden 80 mg Sanocrysin zugesetzt 
und destruiert. Von der Lösung werden Portionen mit folgendem Gold- 


gehalt entnommen: 
Au on Au rer 
mg 





a 
2 e ei 
3 5,3 SI 
4 53 5,2 


19. Mai. Zu 100g Herzmuskulatur werden 13,8 mg Sanocrysin zu- 
gesetzt und destruiert. Die Portion wird in 5 Teile geteilt und elektrolysiert. 


Au zugesetzt | Au gefunden 
mg mg 





5 1,02 0,96 
6 102 0.95 
7 1,02 1,02 
8 1,02 0,99 
9 1,02 0,96 


LL. Juni. Reine Sanocrysinlösung, im ganzen 3 mg, wird durch Kochen 
mit Königswasser destruiert und Portionen mit folgendem Goldgehalt 
entnommen: 


Au zugesetzt | Au gefunden 
mg mg 





Die Analysen werden am besten in Serien vorgenommen, und 
jede Analyse wird dann in etwa %, Stunde beendet werden können. 


Die Exaktheit der Befunde sieht man nur bei sehr sorgfältigem 
Arbeiten. Bei Serienarbeiten, und besonders bei Analysen sehr großer 
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organischer Gewebsmengen, z. B. bei einem ganzen Kaninchenkadaver, 
verringert sie sich etwas. 


Ich habe teils drei Kaninchenversuche zur Untersuchung 
der Gboldverteilung im Organismus vorgenommen, teils einige Ver- 
suche an Patienten, um die Ausscheidungsgeschwindigkeit zw be- 
stimmen. 


Meine Untersuchungen stimmen gut untereinander überein; man 
darf also vermuten, daß die gefundenen Resultate der Wirklichkeit 
entsprechen. 


Was zunächst die Kaninchenversuche betrifft, so bekommt man 
durch sie einen Eindruck über die Verteilung, wie sie sich nach einer 
Woche gestaltet. Sowohl die absoluten Werte, die für den Goldgehalt 
in den verschiedenen Organen gefunden sind, wie ihr wechselseitiger 
Gehalt stimmen gut überein. 

Die zwei Nieren enthalten beide große Mengen, jede im besonderen 
etwa 3 Proz. der injizierten Menge und etwa doppelt so viel, wie die 
Leber enthält. Herz, Lungen und Blut enthalten nur geringe Mengen, 
in der Regel nur Spuren von Gold. Beim Darm (mit Inhalt) variieren 
die Verhältnisse etwas mehr. In fast allen Fällen finden sich recht 
beträchtliche Mengen, sowohl im Dünndarm wie im Dickdarm. Letzterer 
enthält in den zwei ersten Fällen beträchtlich mehr als der Dickdarm, 
im dritten Falle etwas weniger. 


Ich habe in zwei Fällen den restlichen Kadaver analysiert, aber 
nur recht geringe Mengen gefunden. Die Destruktion so großer 
Gewebsmassen verursacht jedoch bedeutende Schwierigkeiten, so 
daß man damit rechnen muß, daß hier vielleicht etwas Gold verloren 
gegangen ist. | 

Was die Ausscheidung betrifft, so besteht jedoch in den drei Fällen 
ein beträchtlicher Unterschied. Das beruht zu einem wesentlichen Teile 
darauf, daß die Exkremente sehr unregelmäßig entleert wurden. Der 
Grund dafür ist sicherlich — nach dem, was ich später in Erfahrung 
gebracht habe —, daß die angewandten Dosen reichlich groß, sehr 
nahe der tödlichen Dosis waren. Beim Urin bekommt man jedoch am 
Kaninchen III und V ein ganz gutes Bild vom Gang der Ausscheidung: 
Eine starke Ausscheidung sofort nach der Injektion. Darnach fällt 
sie ganz allmählich ab. Die Anurie, die bei Kaninchen IV in den ersten 
2 Tagen auftrat, ist sicher ein Vergiftungsphänomen. 


Bei den Fäzes sind die Verhältnisse etwas unregelmäßiger, wie 
das immer, aber hier doch ganz besonders, der Fall zu sein pflegt, 
vielleicht, weil die angewandten Dosen so hoch waren. Gleichwohl 
scheint sich jedoch feststellen zu lassen, daß nicht unbeträchtliche 
Mengen auf diesem Wege ausgeschieden werden können. 
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Was die Ausscheidung im Urin und Stuhlgang betrifft, so unter- 
weisen die zwei Patientenversuche I und II darüber recht gut. Man er- 
fährt, daß die Ausscheidung im Urin. in den ersten 24 Stunden mit einem 
hohen Maximum beginnt, wobei namentlich die allerersten Stunden 
ein sehr hohes Kontingent liefern, daß sie in den nächsten 24 Stunden 
bis etwa zur Hälfte jäh abfällt und in den folgenden 2 Wochen dann 
gleichmäßig und langsam absinkt. Noch nach 14 Tagen werden an- 
sehnliche Mengen ausgeschieden. 

































Tabelle 1. 
: Ku | K. IV 
Injiziert | Injziert 
37,5 mg Au 37,5 mg Au 
. Gew. Au ` 
FA mas a en EE | £ Ein Ze zuls SCH 
Organe 
Herz 3... sy Arne | 7 0,141 7 | Spur | 6 | Spur 
Lungen `, | 12 | Spur 14 | Spur ` 9 | Spur 
Leber... 2.2222... I 63 | wën 70 ' 039| 70 | 0,32 
Te Aue so o 
Dünndarm ` Am | 6o | om! 70! 00! 172 039 
Dickdarm | Mit Inhalt I 110 IS 150 | 280| 128 | 031 
Blut 2 24 aus 70 GM 80 | 0,10 | 73 ı Spur 
Rumpf . ........ 3000 | > 2,0 | >1,75!| 2000 | > 1,90 
Im ganzen | — | si, — "7a — ! 417 
Urin 
| 510 DI + | vd | 0,25 
l. 24 Stunden. ..... 150 2,80 | 0 SCH 1,43 
I 136 1,26 175 | Län 1,10 
Se, ` EE Pre 135 1,68' 245 e | 0,56 
SEA wi o Bj | o2 
6 2A = oaa ) Tötu Ä | 0,16 
7. 24 a er | Pr voor rat 0,12 
SKS eer ) Kan. | | 
EE 
Im ganzen , A 12,41 | E Se = => be dee 4,46 
Fäzes 
l. 24 Stunden. ..... | 13 0,13 0 = le) 
2. 24 Pe a Te: i 8 0,16 | DC e | 
TE eg ECHO 0,85 h verloren 
au . III. | ol zi Wl 033 | 
Ke CT ge A en A | 0 - | %4 0,62 | 
OC EEN 0| + | | 
7. 24 Sie de A Tötung een verlore 0,10 
8. A EE eg j des Kan. i 0,37 





si Durch ein Mißgeschick sind die Wägungsresultate der Exkremente von Kaninchen IV 
und V verloren gegangen. 
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Tabelle II. 
Patient I. 
17: Juni, 12 Uhr: Injektion von 500 mg Sanocrysin 
= 187,5 mg Au. 
| a S 
Tag | Versuchsstunden  Diurese | e Fäzes Ge 
l Uhr 70 ‚1,60 0 
| SE 120 | 0,45 
LAN 1% 320 0,25 ; 560 . 
| 10” 570 | 092 
1; 450 , 238 0 
2 1000 , 263 0,20 
3 800 3,29 | 1,78 
d. ` 1500 2,43 Län 
6. | ` 1000 ı 1,88 2,47 
6. " 700 . 1,59 2,74 
7 400 1,26 ' 0,65 
8 700 0,79 1,59 
9 = ' 20 Oël 0 — | 
Im ganzen ı | 20,08 | 10,82 30,90 
Patient II. 
5. August, 12 Uhr: Injektion von 400 mg Sanocrysin 
= 150,0 mg Au. 
f 80 2 67 
i 1 Uhr ? 
| 3 130 2,03 
l. 5 ” 120 0,46 ? 7,07 
po g? ` 260 | 0,70 
| 1” „ H00 | 1,21 | 2,06 
2. ? ` 15600 2,93 | 
dä 1250 | 253 2,02 
4 | 1500 1,42 2,30 
6. | 1150 | 1,62 
6. 1000 2,69 
7. 1200 1,60 | 3,33 
8. : 1500 | 1,97 | 2,01 
9 |! 900 0,98 | 
10. | : 1500 1,40 1,09 
11. | 1200 1,49 0,61 
12, | 1400 1,04 
13. | 1700 1,19 0,47 
14. 1800 om 08 
| Im ganzen ` 28,14 ' 14,32 42,46 
Patient III. 
3. Juni: Injektion von 500 mg Sanocrysin = 187,5 mg Au. 
d 1 Uhr "BR 240 
1 Í 4, ~ 400 0,42 
2.0 360 , 0,42 | 4,07 
lo , 65 018 | 
2. 1 500 | 0,65 | 


3 
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Patient IV. 


Am 14. Mai wurde eine Injektionsserie von 3 Monaten Dauer mit 
im ganzen zehn Injektionen à 0,5 cg abgeschlossen. 


26. Mai: 420ccm Urin.. .... 1,1 mg Au 

27. 29 700 TT) an °% ù e ò œ e 0,6 LE H 

3. Juni: 600 ,, e ee E 0,19 „ » 
Patient V. 


Am 7. Januar wurde eine Serie von sieben Injektionen à 1g Sano- 
crysin abgeschlossen. 


22. Mai: 1000ccm Urin. .... 0,09 mg Au. 


Die Ausscheidung mit den Fäzes ging, wie zu erwarten war, etwas 
unregelmäßiger vor sich. Die gesamte ausgeschiedene Menge ist nur 
halb so groß wie im Urin, aber besonders wird die Aufmerksamkeit von 
dem eigentümlichen Faktum in Anspruch genommen, daß das Maximum 
hier erst nach mehreren Tagen erreicht wird (in den zwei untersuchten 
Fällen nach 6 bzw. 7 Tagen). Zu dieser Zeit enthalten die Fäzes etwas 
mehr Gold als die entsprechenden Urinportionen, sonst ist das Gegenteil 
die Regel. Nach diesem Maximum sinkt die Ausscheidung wieder. 


Von der Gesamtmenge des ausgeschiedenen Goldes fand sich etwas 
über ein Drittel im Stuhlgang. 

Im ganzen wurden in einem Falle im Laufe von 9 Tagen etwa 
17 Proz., in einem anderen im Laufe von 14 Tagen etwa 28 Proz. der 
injizierten Goldmenge wiedergefunden. Was die Ausscheidung in den 
folgenden Monaten hetrifft, so verfüge ich nur über ein paar sporadische 
Untersuchungen, die zeigen, daß die Ausscheidung noch nach 41, Monaten, 
aber mit geringen Mengen anhält. 


Was die starke Ausscheidung betrifft, die im Urin sofort nach der 
Injektion vor sich geht, so muß man diese wohl als eine Ausscheidung 
umgebildeten Sanocrysins auffassen. Dagegen ist die starke, schnell 
beginnende Ausscheidung in den Fäzes in meinen Augen ein ent- 
scheidender Beweis dafür, daß der Stoff dekomponiert wird, und daß 
das sowohl schnell als auch vollständig geschieht. 

Die hier beschriebenen Zirkulations- und Ausscheidungsverhältnisse 
ähneln ganz denen, die man bei mehreren anderen Schwermetallen 
[Bi, Hg und Pb!)] findet. Insofern man einen detaillierteren Vergleich 
versuchen will, scheinen die Nieren für das Gold eine größere Rolle 
bei der Ausscheidung als für das Blei zu spielen, aber eine geringere 
als für Wismut, während für den Verdauungskanal das Umgekehrte 
gilt. Am nächsten scheint das Gold dem Quecksilber zu stehen. 


1) Lomholt, Investigations into the circulation of some heavy metals 
in the organism (Hg, Bi, Pb). Biochem. Journ. 1924, S. 693. 
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Die gefundenen Resultate stimmen im allgemeinen gut mit dem 
überein, was auch andere gefunden haben, z. B. Hansborg und Frandsen 
(Acta tuberculosa scandinav. Nr. 3, 1925). 


Zusammenfassung. 


1. Nach einer intravenösen Injektion von Sanoerysin wird das Geld 
in allen untersuchten Organen und scheinbar recht regelmäßig ab- 
gelagert, wobei die Nieren am meisten enthalten. Die Leber weniger, 
nur halb so viel wie eine einzelne Niere. Herz und Lungen enthalten nur 
minimale Mengen. Darm mit Inhalt enthält beträchtliche Mengen, 
besonders der Dickdarm, aber diese Mengen variieren quantitativ etwas. 

Im Blut finden sich nach einer Woche nur minimale Mengen. 

2. Das Gold wird teils mit dem Urin, teils mit deu Fäzes aus- 
geschieden. In den ersten Wochen verteilt sich die Gesamtausscheidung 
ungefähr auf zwei Drittel im Urin, ein Drittel in den Fäzes. 

3. Die Ausscheidung mit dem Urin ist in den ersten 24 Stunden 
und besonders in den allerersten Stunden sehr stark, wahrscheinlich 
infolge Ausscheidung von ungespaltenem Sanocrysin. Darnach fällt 
sie in den nächsten 24 Stunden stark, später langsamer und regel- 
mäßiger. Sie scheint mehrere Monate anzuhalten. 

4. Die Ausscheidung im Stuhlgang geht etwas unregelmäßiger 
als im Urin vor sich. Sie hat kein deutliches Maximum in den ersten 
24 Stunden, nimmt in den ersten Tagen eher etwas zu und beginnt erst 
dann deutlich zu fallen. 

5. Sowohl die Goldverteilung als auch seine Ausscheidung ähnelt 
auffallend den Verhältnissen bei anderen schweren Metallen (Bi, Hg 
und Pb). Es liegt daher die Annahme nahe, daß die Goldkomponente 
des Sanocrysins sehr bald abgespalten und dann denselben Regeln 
folgt, die für dieses und für andere Schwermetalle gelten. Es ist kaun 
wahrscheinlich, daß es in einer Form abgelagert wird, die nicht später 
vom Organismus mobilisiert und ausgeschieden werden kann. 

6. Die Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daß das Sano- 
crysin auf den Organismus eine toxische Wirkung ausüben kann, die 
der von anderen Schwermetallen bekannten parallel geht. Man muß 
daher bei seiner Anwendung die gleiche Vorsicht üben, die für diese 
gilt, um Akkumulation und damit die Gefahr ernster Vergiftungen zu 
vermeiden. | 


Über die Wirkung der Kationen 
auf die glatte Muskulatur des Froschösophagus. 


Von 
W. Wagner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Halle-Wittenberg.) 
(Eingegangen am 24. März 1926.) 


Mit 2 Abbildungen und 2 Kurven im Text. 


Schon vor geraumer Zeit wurden auf Anregung von Herrn Prof. 
Kochmann Versuche von F. Holub angestellt, die die Aufgabe hatten, 
die Wirkung der Ionenverschiebung in der Ringerlösung auf den Meer- 
schweinchenuterus bei Wahrung der Isotonie zu prüfen. Diese Versuche 
wurden in erweiterter Form in zwei Mitteilungen von M. Kochmann!) 
in dieser Zeitschrift veröffentlicht. In der zweiten Arbeit war die von 
A. Loewe?) empfohlene graphische Darstellung der Ionenverschiebung 
mit Hilfe des dreiachsigen Koordinatensystems mit Vorteil benutzt 
worden. 

In der vorliegenden Voröffentlichung wird nach denselben Gesichts- 
punkten die Wirkung des „Kationenmilieus‘ an der glatten Muskulatur 
des Ösophagus von Rana temporaria experimentell untersucht. 


Der Ösophagus wurde in der üblichen Weise dem Tiere entnommen, 
in der mit Sauerstoff durchperlten Ringerlösung (25ccm) aufgehängt 
und mit einem Schreibhebel verbunden. Wenn das Präparat in 1 bis 
112 Stunden zu einer regelmäßigen Tätigkeit, gekommen war und seine 
Bewegungen auf ein langsam sich drehendes Kymographion aufgeschrieben 
hatte, wurde die Ringerlösung gegen die zu prüfende isotonische Kationen- 
mischung gewechselt. Dazu diente eine Saugvorrichtung, die ein schonendes 
Vorgehen ermöglichte. Die Lösung wurde dreimal erneuert, damit die 
zu prüfende Lösung unverdünnt und nicht verunreinigt durch Reste der 
normalen Ringerlösung den Ösophagus umspülte. Wenn die Wirkung 
der zu prüfenden Lösung deutlich geworden war, wurde sie wiederum 
durch Normalringerlösung ersetzt. Bei voller Wiederherstellung der Tätig- 
keit des Ösophagus konnte unter Umständen noch eine zweite Lösung 


1) Diese Zeitschr. 161, 390, 1925; 170, 230, 1926. 
2) Ebendaselbst 167, 92, 1926. 
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auf ihre Wirkung geprüft werden. Die Normalringerlösung hatte folgende 
Zusammensetzung: NaCl = 6,0, KCI = 0,42, CaCl, + 2 HO = 0,24 auf 
1000,0 H,O. Zu 100 ccm der fertigen Lösung wurden 0,3 cem einer 6,7 proz. 
Natriumbicarbonatlösung zugesetzt, was einem Gehalt von 0,02 Proz. 
Natriumbicarbonat entspricht. Die Änderungen der Tätigkeit der Ösophagus- 
muskulatur prägten sich durch Zu- oder Abnahme des Kontraktions- 
zustandes und der rhythmischen Tätigkeit aus. Im Diagramm des drei- 
achsigen Koordinatensystems sind die Veränderungen der Tätigkeit wie 
folgt bezeichnet: 

Steigerung +, Abnahme —, Mittelstellung +, keine Ver- 
änderung 0. Tragen die Zeichen eine knopfförmige Verdiekung, +, +, —s, 
so soll das ein Hinweis dafür sein, daß die spontanen Bewegungen vor- 
handen sind, während das Fehlen des Knopfes ein Erlöschen der Spontan- 
bewegungen bezeichnen soll. Ist nach einer anfänglichen Steigerung des 
Kontraktionszustandes ein Abfall eingetreten, so wurde das mit & oder 
im umgekehrten Falle mit Q bezeichnet. 
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Abb.1. 


Die Ecken A, B und C (vgl. Abb. 1) bedeuten die Konzentrationen 
von Natrium-, Kalium-, Calciumchlorid, wenn jedes dieser Salze allein 
(= 100 Proz.) die Isotonie bedingen würde. Der normale Gehalt an 
diesen Salzen ist durch die stark gezogenen Natrium-, Kalium- und 
Calciumlinien gegeben, deren Schnittpunkt nach Loewe als Eukrasie- 
punkt bezeichnet wird. 
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Aus dem Diagramm kann man folgendes ablesen: Ist nur Natrium- 
chlorid zu 100 Proz. in der Lösung, so verringert sich die Tätigkeit des 
Ösophagus bei erhaltenen Spontankontraktionen. Bestreitet Kalium- 
chlorid allein die Isotonie, so kommt es zu einer Steigerung des Kontrak- 
tionszustandes unter Fortfall der Bewegungen, und etwa das gleiche ist 
bei reiner Calciumchloridlösung der Fall. 

Sind nur zwei Kationen in der Lösung, so ist bei Abwesenheit des 

\atriumchlorids, Linie AC, immer eine Steigerung des Kontraktions- 
zustandes vorhanden. Bei Fehlen des Calciumchlorids, Linie BC, ist 
ebenfalls eine Tätigkeitssteigerung des Ösophagus sichtbar. Bei Fehlen 
des Kaliumchlorids, Linie AB, ist eine so einheitliche Änderung der 
Ösophagustätigkeit nicht festzustellen. Am übersichtlichsten wird hier 
der Einfluß der Mischung beider Kationen (Na und Ca), wenn man 
die Linie AB von A aus verfolgt. Zunächst Steigerung der Tätigkeit, 
dann allmähliche Abnahme, bis schließlich bei normalem Calcium- 
gehalt eine deutliche Verringerung der motorischen Tätigkeit eintritt. 
Vor diesem Punkte wird erst nach anfänglicher Steigerung die Ver- 
minderung der Tätigkeit sichtbar. 

Von Wichtigkeit ist ferner die Kaliumlinie. Auch da sieht man 
einen Umschlag, wenn man von unten nach oben aufsteigt. Und zwar 
tritt dieser Umschlag bei einem Natriumgehalt von 25 Proz. ein. Hier 
ist zunächst zwar noch eine Steigerung vorhanden, der aber eine Ver- 
minderung des Kontraktio:."zustandes folgt. Weiter oben auf der 
Linie ist die Tätigkeit des Ösophagus deutlich eingeschränkt, und dies 
ist bis in die Nähe des Eukrasiepunkts hin zu beobachten. Auf einer 
Linie, welche in der Mitte zwischen der Kaliumlinie und der Kalium- 
abszisse liegt, ist ein ähnlicher Umschlag von Tätigkeitssteigerung zu 
Verminderung vorhanden, nur daß der Umschlagspunkt höher liegt 
als auf der Kaliumlinie; bei 75 Proz. NaCl ist der Umschlag vollkommen 
deutlich. 

Etwas Ähnliches findet sich auf der Calciumlinie angedeutet und 
auf der Linie, die in der Mitte zwischen Calciumabszisse und -linie liegt. 
Der Umschlag von Steigerung zur Minderung der Tätigkeit findet sich 
allerdings hier sehr hoch oben bei 90 Proz. Natriumchloridgehalt. Hier 
erscheint unmittelbar nach Wechsel der Ringerlösung gegen die zu 
prüfende isotonische Kationenmischung zunächst eine Kontraktion 
des Ösophagus, der alsdann ein Abfall folgt. 

Bemerkenswerte Eindrücke erhält man auch, wenn man die 
Linien des gleichen Natriumgehalts verfolgt, also z. B. die Linie, welche 
einem Natriumgehalt von 25, 50, 75 und 90 Proz. entspricht. Bei 
25 Proz. Natriumchlorid ist überall eine Steigerung der Tätigkeit vor- 
handen, nur bei normalem Kaliumgehalt folgt der Steigerung ein 
Abfall der motorischen Tätigkeit. Bei 50 Proz. Natriumchlorid ist 
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mit einer Ausnahme ebenfalls überall eine Tätigkeitssteigerung sichtbar 
(s. Kurve 1). Diese Ausnahme liegt bei normalem Kaliumchloridgehalt. 





Kurve 1. 


Bei A 50 Proz. NaCl + 10 Proz. kO 
+ 40 Proz, Cal, : Tätigkeitssteigerung, 
bei y wieder normale RL. 


Bei 75 Proz. Natriumchlorid findet 
sich eine Einschränkung der Tätig- 
keit sowohl bei halbem, wie 
bei normalem Kaliumchloridgehalt, 
während sonst überall Tätigkeits- 
steigerung vorhanden ist, zum 
Teil mit erhaltener rhythmischer 
Bewegung. 


Die Mischungen, die in dem 
Diagramm auf dem Felde zwischen 
der Kalium- und Calciumlinie sowie 
der Natriumabszisse liegen, rufen 
an der glatten Muskulatur des 
Ösophagus Steigerung der Tätig- 
keit, meistens Kontraktur, hervor. 


Besondere Aufmerksamkeit wurde auch den Mischungen zu- 
gewandt, die auf dem Diagramm in der Nähe des Eukrasiepunktes 


gelegen sind. 


% NaCl 
700 





Së 











94 


92 





In dem Parallelogramm, das von den Seiten des Dreiecks AB 
und BC sowie der Calcium- und Kaliumlinie gebildet wird, ist die 
Tätigkeit des Ösophagus vermindert. Vgl. Kurve 2. Nur auf der Calcium- 
abszisse bei halbem normalen Kaliumchloridgehalt geht der endgültigen 
Verminderung der Tätigkeit eine kurze Steigerung voraus. In der Nähe 
des Eukrasiepunktes bei normalem oder auf die Hälfte vermindertem 


Wirkung der Kationen auf die glatte Muskulatur des Froschösophagus. 153 


Kaliumgehalt ist, sofern der normale Natriumgehalt nicht überschritten 
wird, keine Veränderung der Tätigkeit der glatten Muskulatur fest- 
zustellen, obwohl die Caleiumionen vermehrt sind. Bei Verminderung 
dieser letzteren und Vermehrung der Kaliumionen wird die Tätigkeit 
des Ösophagus schon verändert. Bemerkenswert ist auch hier, ebenso 





Kurve 2. 


Bei A 99 Proz. NaCl + 1 Proz. CaCl,: Verminderung der Tätigkeit, 
bei Y wieder normale R.L. Steigerung. 


wie beim Uterus, die geringe Konzentrationsänderung, die bereits 
einen Umschlag der Tätigkeit der glatten Muskulatur hervorruft. 

Die im Diagramm festgelegten und experimentell geprüften Punkte 
sind wohl zahlreich genug, um einwandfrei die Wirkungen der ver- 
schiedenen Mischungen der drei Kationen Na, K` und Ca” zum Ausdruck 
zu bringen, sofern die Isotonie nicht gestört ist. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit deren 
Unterstützung auch diese Arbeit ausgeführt werden konnte, sei an 
dieser Stelle der verbindlichste Dank ausgesprochen. 


Weitere Versuche über den Einfluß der Kohlenadsorption 
auf Vergiftung und Entgiftung. 


Von 
M. Eisler. 


(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien.) 


(Eingegangen am 26. März 1926.) 


In früheren Versuchen!) wurde studiert, in welcher Weise das 
Verhalten verschiedener Antigene und ihrer Antikörper zueinander 
durch die Adsorption eines der beiden an Kohle beeinflußt wird. Es 
zeigte sich dabei, daß das Bindungsvermögen dieser untersuchten 
Antitoxine, nämlich des für Diphtherie, Tetanus und für das Blutgift 
des Vibrio Kadikjö, wenn sie an Kohle fixiert sind, so weit verloren geht, 
daß derartige Kohlen weniger von dem betreffenden Gifte binden als 
unvorherbehandelte Präparate. Diese Herabsetzung der Bindungskraft 
wurde auf eine teilweise Besetzung der Kohlenoberfläche durch das 
Serum zurückgeführt. Von den entsprechenden Toxinen reagierte das 
Vibriolysin so wie in freiem Zustande mit seinem Antitoxin, das Tetanus- 
und Diphtheriegift bedurfte jedoch nach der Aufnahme durch Kohle 
zu seiner Neutralisation ein Vielfaches derjenigen Antitoxinmenge, 
welche sonst erforderiich war. Von den fällenden Antikörpern hatten 
die Agglutinine sowohl für Bakterien als auch die für Erythrocyten ihr 
Bindungsvermögen durch den Kohlenzusatz behalten, die Präzipitine 
dagegen verloren. 

Diese kurz wiedergegebenen Versuche beschäftigen sich ausschließ- 
lich mit Serumantikörpern und Antigenen unbekannter Natur. Als 
Fortsetzung dieser Untersuchungen soll hier über Versuche berichtet 
werden, die sich auf die Beeinflussung der Reaktionsfähigkeit von 
Stoffen bekannter chemischer Konstitution durch Kohle beziehen. 


Cholesterin — Saponin. 
Ransom?) hat gefunden, daß die Schutzkraft des normalen Serums 
gegen die Saponinhämolyse auf dessen Cholesteringehalt zurückzuführen 
ist. Im Anschluß an diesen Befund wurde die hemmende Wirkung des 


1) Diese Zeitschr. 185, 416, 1923; 150, 350, 1924. 
2) Deutsch. med. Wochenschr. 1901. 
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Cholesterins gegen eine Reihe von Blutgiften nachgewiesen und damit 
ein chemisch wohldefinierter Körper gefunden, der eine antitoxische 
Funktion, wenn auch nicht in derselben abgestimmten Weise wie die 
eigentlichen Antikörper, ausübt. Da nun meine oben erwähnten Versuche 
ergeben hatten, daß sämtliche geprüfte spezifische Antitoxine durch die 
Kohlenadsorption ihr Bindungsvermögen für das betreffende Toxin weit- 
gehend einbüßen, habe ich jetzt untersucht, wie sich Cholesterin unter 
diesen Bedingungen verhält. 

Die Herstellung der Cholesterinlösung erfolgte in der Weise, daß 
0,01 bis 0,02 g Cholesterin in 5 ccm 95proz. heißen Alkohols gelöst wurden 
und von dieser Lösung lccm tropfenweise unter Umschütteln zu 9 cem 
Wasser zugefügt wurde. Auf diese Weise gelang es, eine haltbare kolloidale 
Lösung des Cholesterins in Wasser zu erhalten, welche eine opaleszierende 
Flüssigkeit darstellte und auch bei längerer Aufbewahrung nicht aus- 
flockte. Das verwendete Saponin von Merck wurde im Verhältnis 2: 1000 
mit 0,85proz. NaCl-Lösung versetzt. Von einer derartigen Lösung genügte 
0,lccm, um 1l cem 5proz. gewaschenen Hammelbluts in 20 bis 30 Minuten 
vollständig aufzulösen. 

Zunächst mußte festgestellt werden, in welchem Maße Saponin und 
Cholesterin von der schon in meinen früheren Versuchen verwendeten 
Knochenkohle adsorbiert werden. Zu diesem Zwecke wurden je 0,lg 
Kohle versetzt mit 2ccm einer 2prom. Saponinlösung oder 2ccm der 
beschriebenen Cholesterinlösung, !/, Stunde unter öfterem Schütteln 
stehengelassen und dann die Kohle abzentrifugiert. Die Saponinlösung 
wurde nunmehr auf ihr Lösungsvermögen, die Cholesterinlösung auf ihre 
Hemmung gegenüber Saponin geprüft, gleichzeitig auch je eine Lösung 
der beiden Substanzen, die ohne Kohlenzusatz geblieben war. Die Prüfung 
der Lyse erfolgte durch Zusatz von je 1l ccm gewaschenen 5proz. Hammel- 
bluts zu abgemessenen Mengen der Saponinlösungen. Die hemmende 
Wirkung der Cholesterinlösungen wurde in der Weise festgestellt, daß 
verschiedene Mengen derselben mit je l ccm einer 2prom. Saponinlösung 
Lt Stunde digeriert und dann je l ccm Blutaufschwemmung hinzu- 
gefügt wurden. 


























Tabelle I. 
Menge | Resultate nach 
com || 20 Min. | 4Min. | 15Std. | 4 Stdn. 
EES BEE ET ee ET er u re nn Free Eee en Ze 
E 10 || kompl. | kompl — — 
Saponinlösung ? E E: | 
ee || 98 | petel | H ` = 
Saponinlösung | 
ohne Kohle | 0,1 || kompl. | kompl. — — 
Cholesterinlösung | 2 | — — | stark stark 
mit Kohle 1 05 = | fast kompl. | fast kompl. 
Cholesterinlösung |; 05 | — | ? Spur — partiell 
ohne Kohle ‚03 | — | Spur partiell — stark 


Vom Saponin waren unter den beschriebenen Versuchsbedingungen 
mehr als vier Fünftel von der Kohle gebunden worden, vom Cholesterin 
ungefähr drei Viertel. Durch die Adsorption beider Körper hatte die Kohle 
insofern eine Beeinflussung erfahren, als die Cholesterinkohle viel rascher 
sedimentierte als unvorbehandelte, die Saponinkohle aber, auch wenn das 
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nicht gebundene Saponin durch Waschen entfernt war. merklich länger 
in der Kochsalzlösung suspendiert blieb. Für die genauere Schätzung 
der Cholesterinadsorption durch Kohle ergab sich insofern eine Schwierig- 
keit, als Mengen von über 0,5ccm infolge der Lösung des Cholesterins 
in Leitungswasser selbst wieder eine teilweise Lyse bewirkten, so daß es 
zu keiner vollständigen Hemmung kommen konnte. Diese Blutlösung 
infolge Hypotonie dokumentierte sich in der Form, daß sie sofort auftrat, 
später aber nicht mehr fortschritt. 

Der nächste Versuch soll das Bindungsvermögen der mit Cholesterin 
beladenen Kohle für Saponin im Vergleich zu unvorbehandelter Kohle 
demonstrieren. Je 0,l1g Kohle wurde versetzt mit je 2ccm Cholesterin- 
lösung oder 2 ccm Wasser, t/, Stunde unter Umschütteln stehen- 
gelassen, dann abzentrifugiert und zweimal mit je 2 ccm Wasser gewaschen. 
Zu den beiden Sedimenten kamen nun je 2ccm 2prom. Saponinlösung. 
Nach neuerlicher Ystündiger Bindungszeit wurde die Kohle abzentrifugiert 
und die überstehende Flüssigkeit sowie die in je 2ccm Kochsalzlösung 
aufgenommenen Sedimente auf ihr Lösungsvermögen für je l ccm 5proz. 
gewaschenen Hammelbluts untersucht. 























Tabelle II. 
l Menge Resultate nach 
ccm 30 Min l Std. 4 Stdn 
EE "E = == wi men EU nn a. — — T= "e e — e 
1,0 i partiell fast kompl. | komplett ? 
Abguß von Cholesterinkohle | 0,5 0 Spur partiell 
0,2 | go 6 o 
Abguß von e aaee 
unvorbehandelter Kohle 02 p Spur tiell 
A ; 1,0 — partiell komplett 
Sediment He ee | 0,5 _ Spur fast kompl. 
0,2 — | O partiell 
Sediment von o Së SSES Gs 
unvorbehandelter Kohle 09 = 2 _ 
H n 


Wie die schwächere Lyse durch den Abguß der Cholesterinkohle an- 
zeigt, hat diese mehr Saponin gebunden als die unvorbehandelte. Trotzdem 
war das Verhalten der beiden Sedimente gerade umgekehrt, indem das 
der Cholesterinkohle trotz größeren Saponingehalts schwächer löste als 
das der reinen Kohle. Größere Differenzen im Ausmaß der Hämolyse 
konnten wohl nicht erwartet werden, wenn man berücksichtigt, daß ein 
Drittel der gebundenen Cholesterinmenge eine lösende Saponindosis noch 
nicht ganz hemmte (s. Tabelle I) und 20 solcher Saponindosen den Kohlen 
zur Adsorption dargeboten wurden. Immerhin waren die beobachteten 
Unterschiede genügend deutlich und in allen diesbezüglichen Versuchen 
so konstant, um zu dem Schluß zu berechtigen, daß das Cholesterin, auch 
wenn es an Kohle adsorbiert ist, seine Fähigkeit, Saponin zu binden, nicht 
verloren hat, im Gegensatz zu den Antitoxinen des Blutserums. 

Es war nun noch zu untersuchen, ob auch das Saponin, an Kohle 
adsorbiert, sein Bindungsvermögen für Cholesterin behält. Die Ent- 
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scheidung dieser Frage war dadurch erschwert, daß, wie aus den in Tabelle I 
wiedergegebenen Versuchen hervorgeht, die Kohle schon an und für sich 
so viel Cholesterin bindet, daß erst größere Mengen des Abgusses noch 
genügend Cholesterin zur Hemmung der Saponinwirkung enthalten können, 
diese größeren Mengen aber infolge Hypotonie die Erythrocyten schädigen. 

Um die Bindung der dargebotenen Cholesterinmenge durch die Kohle 
an sich zu verringern, habe ich in meinen Versuchen statt 0,1 g nur 0,02 
bis 0,01g genommen. Ein solcher Versuch gestaltete sich also derart, 
daß zwei gleiche Kohlenportionen mit je 2ccm Saponinlösung oder 2 ccm 
Kochsalzlösung versetzt, !/, Stunde stehengelassen, dann zentrifugiert und 
zweimal mit je 4ccm Kochsalzlösung gewaschen wurden. Hierauf wurden 
beiden Sedimenten je 3ccm Cholesterinlösung zugesetzt und nach %stün- 
diger Digestion die Kohlen abzentrifugiert, die überstehende Flüssigkeit 
auf Hemmung der Lyse durch Saponin ausgewertet. 









| Menge l Resultat nech 
SE e 
| 1,5 i partiell 
Abguß von Saponinkohle. .... 1 07 | Spur stark 
, 0,4 | stark fast een 
| 18 partiell partiell 
Abguß von Kochsalzlösungkohle . | 0,7 | Spur Spur — partiell 
0,4 ! partiell stark 
Saponin eu. NNN ae | — i| komplett — 


In dem angeführten Versuch hemmte der Abguß der Kochsalzlösung- 
kohle etwas stärker als der von der Cholesterinkohle. Der Unterschied ist 
allerdings nur gering und war auch selbst in diesem Grade nicht in allen 
Versuchen festzustellen. So z. B. war er bei Verwendung von 0,05 g Kohle 
und nur 2ccm Cholesterinlösung kaum angedeutet und erst mit nur 0,01g 
Kohle und 3 ccm Cholesterinlösung in dem beschriebenen Ausmaß vorhanden. 
Wenn man aber .berücksichtigt, daß durch die Beladung solcher kleiner 
Kohlenmengen durch relativ große Saponinmengen die Bindungskraft 
der ersteren im Falle der Unwirksamkeit des Saponins herabgesetzt werden 
müßte, darf man aus der Tatsache, daß die Saponinkohle nicht nur nicht 
weniger, sondern sogar unter Umständen etwas mehr Cholesterin bindet 
als die Kochsalzkohle, annehmen, daß das Saponin durch die Adsorption 
an Kohle seine Reaktionsfähigkeit mit Cholesterin bewahrt hat. 


Die Wirkung von an Kohle adsorbiertem Phenol und Sublimat auf Typhus- 
und Cholerabakterien. 


Wenn wir uns im folgenden mit der Beeinflussung zweier als Des- 
infizientien sehr verbreiteter Körper, wie des Sublimats und Phenols, 
durch Kohle bezüglich ihrer Wirkung auf Bakterien und auch mit der 
Kohlenwirkung an sich auf Bakterien beschäftigen, so wird damit ein 
gerade in den letzten Jahren wieder viel studiertes Thema berührt. Wurde 
doch die Eigenschaft fein verteilter, unlöslicher Substanzen, andere Stoffe, 
darunter auch Gifte, an sich zu reißen, vielfach zu therapeutischen Zwecken 
benutzt. Neben anderen hat sich auch Wiechowski!) mit dieser Frage 


1) Therapie der Gegenwart 1922. 


158 | M. Eisler: 


beschäftigt und sich bemüht, möglichst wirksame Präparate herzustellen. 
Eine bevorzugte Stellung unter den Adsorbenzien kommt der Kohle zu, 
nicht nur wegen ihrer Bindungsfähigkeit für Stoffe verschiedenster Art, 
sowohl basischen als sauren Charakters, sondern auch wegen ihrer besonders 
hohen Adsorptionskraft. Allerdings kommt diese nicht allen Kohlen in 
gleichem Maße zu, sondern ist durch bestimmte Eigenschaften bedingt, 
deren Erforschung höchst verwickelte Verhältnisse ergeben hat. Die Her- 
stellung möglichst stark wirksamer Kohlen ist daher für therapeutische 
Zwecke von höchster Wichtigkeit. Außer gelösten Stoffen verschiedenster 
Art vermag die Kohle auch korpuskuläre Elemente, darunter Bakterien, 
zu &adsorbieren. 

Diese Eigenschaften ermöglichten eine Ausdehnung unserer früheren 
Untersuchungen, die sich mit der Frage beschäftigt haben, in welcher 
Weise die Wirkungen. verschiedener Antigene und deren Reaktionsfähigkeit 
mit ihren spezifischen Antikörpern und andererseits auch diese selbst durch 
die Kohlenbindung modifiziert werden, auf die Wirkungsweise von Bak- 
teriengiften, wenn diese an Kohle adsorbiert sind. Gewisse Befunde in 
dieser Richtung lagen teilweise schon infolge der therapeutischen Anwendung 
von Adsorbenzien bereits vor. So vermag nach Wiechowski!) die Kohle 
Phenol zu binden und je nach der Art der Einverleibung in den Tierkörper 
in verschiedenem Maße festzuhalten, indem eine solche Phenolkohle nach 
subkutaner Injektion bei der weißen Maus keine Vergiftungserscheinungen 
hervorruft, dagegen bei intraperitonealer Injektion schon in der halben 
Menge heftige, toxische Symptome und den Tod herbeiführt. Wiechowski 
erklärt diese Erscheinung damit, daß die Adsorptionsverbindung nicht 
irreversibel ist, und daß die Reversibilität zum größten Teil bedingt ist 
durch die Resorptionskraft des Applikationsortes. Als Stütze dieser Auf- 
fassung führt Wiechowski an, daß Bakterien nicht imstande sind, aus 
einer Phenolkohlenverbindung das Phenol aufzunehmen und abgetötet 
zu werden. Selbst nach stundenlangem Stehen einer Mischung von 
Milzbrandbakterien, Kohle und Phenol, in welcher die Konzentration des 
letzteren 20 Proz. betrug, erwiesen sich die Bakterien noch als infektions- 
tüchtig, obwohl die Keime an die Phenolkohle adsorbiert und so der Gift- 
wirkung des Desinfizierens scheinbar in erhöhtem Maße ausgesetzt wurden. 
Mit derartigen Gemischen injizierte Mäuse starben regelmäßig en Milz- 
brandinfektion. Auf diese Versuche wird noch später zurückzukommen sein. 


Andererseits liegen Versuche von Bechhold®) vor, nach denen mit 
Chlorsilber und Kieselsäure präparierte Kohlen nicht nur ein erhöhtes 
Adsorptionsvermögen für verschiedene Arten von Bakterien besitzen, 
sondern auch eine sehr ausgesprochene Desinfektionskraft, die bis zur 
völligen Abtötung der eingebrachten Keime gehen kann. 

Hier müssen auch noch die Untersuchungen von Morgenroth, Schnitzer 
und Berger?) an Strepto- und Pneumokokken erwähnt werden, welche 
durch den Zusatz von Adsorbenzien mit und ohne Desinfizientien höchst 
interessante Beeinflussungen der beiden Kokkenarten erzielen konnten. 
Die wichtigsten, uns interessierenden Ergebnisse ihrer Versuche waren, 
daß es ihnen gelungen ist, durch Vorbehandlung von Pneumokokken mit. 
Trockenhefe oder Tierkohle eine Modifikation A zu erzeugen, die bei Er- 

1) 1. c. 

2) Münch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 36; 1925, Nr. 39. 

3) Zeitschr. f. Immunitätsforschung 48, H. 3. 
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haltung der für die Stammform wichtigen Merkmale (Wachstumstypus, 
Gallelöslichkeit und hohe Mäusepathogenität) durch Optochininwirkung 
in eine weitere Modifikation B übergeht. Diese ist identisch mit dem 
grünen Streptokokkus. Die Versuche mit hämolytischen Streptokokken 
zeigten, daß die Einwirkung von Rivanol in vitro nur selten einen Übergang 
in den anhämolytischen Zustand hervorruft, wohl aber findet diese Ver. 
grünung“ (Übergang in die für Mäuse avirulente, anhämolytische Form) 
in sehr starkem Maße statt, wenn man statt des gelösten Rivanols an 
zellige Elemente (Blutkörperchen, Trockenhefe, Hautpulver) gebundenes 
verwendet. Dieser Erfolg beruht nach Ansicht der Autoren auf einer durch 
die adsorbierenden Zusätze hervorgerufenen Umstimmung der Erreger 
zu einem labilen, ınodifikationsbereiten Zustande. 


Unsere eigenen Versuche bewegen sich in anderer Richtung. Sie 
wurden unternommen als Fortsetzung unserer früheren Untersuchungen, 
welche die schon oben kurz erwähnten Resultate ergeben hatten, nach 
denen die Beeinflussung eines Antigens oder seines Antikörpers durch 
Kohle nicht nur abhängt von der Natur des betreffenden Körpers, sondern 
auch von dem Zustande (gelöst oder korpuskular) des mit ihm reagierenden 
Objektes. Diese neuen Versuche mit einfachen, chemisch wohldefinierten 
Körpern und Bakterien sollten vor allem neues Material beibringen zu der 
Frage, wovon die Wirksamkeit oder Unwirksamkeit eines Stoffes, der an 
Kohle gebunden ist, abhängt. Zunächst wurde festgestellt, in welchem 
Maße das verwendete Kohlenpräperat (Knochenkohle) imstande ist, 
Typhus- und Cholerabakterien zu adsorbieren. Zu diesem Zwecke wurden 
je 0,1 g Kohle in 1 ccm Kochsalzlösung aufgeschwemmt und mit je 0,1 cem 
einer der beiden Bakterienaufschwemmungen versetzt, welche derart her- 
gestellt waren, daß von einer dichten Abschwemmung der betreffenden 
Kulturen auf Schrägagar mittels 2ccm Kochsalzlösung eine 100000fache 
Verdünnung gemacht wurde. Die gleiche Bakterienmenge kam auch zu 
je Leem Kochsalzlösung ohne Kohle. Unter öfterem, kräftigem Schütteln 
blieben die Proben eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehen, dann 
wurde ganz kurz zentrifugiert, um die Kohlenteilchen zu entfernen, und 
die überstehenden klaren Flüssigkeiten zu Platten verarbeitet. Durch 
das kurze Zentrifugieren an sich dürfte die Bakterienzahl kaum vermindert 
worden sein. Übrigens habe ich dieser Möglichkeit dadurch Rechnung 
getragen, daß auch die Kochsalzlösungsproben ohne Kohle gleich lang 
zentrifugiert und nur die Abgüsse zur Kultivierung verwendet wurden. 


In solchen Versuchen war die Anzahl der Typhuskolonien auf den 
von den Kochsalzlösungsproben verfertigten Platten unendlich, auf denen 
von den Kohlenabgüssen nur zahlreich. Die Kohle hatte also zwar einen 
Teil der Typhusbakterien gebunden, diese Bindung war aber in Anbetracht 
der geringen Menge der zugesetzten Bakterien nicht sehr stark. Daher 
erklärt sich auch der in meinen früheren Versuchen?!) erhobene Befund, 
daß bei Zusatz dichterer Typhusaufschwemmungen zur Kohle überhaupt 
keine Bindung feststellbar war. Der gleiche Versuch mit Choleravibrionen 
ergab in der Kochsalzlösungskontrolle sehr zahlreiche Kolonien, während 
die von der Kohle gewonnene Flüssigkeit steril war. Es darf also eine 
stärkere Adsorbierbarkeit der Vibrionen als der Typhusbakterien von 
Kohle angenommen werden, welche sich auch darin dokumentiert, daß 
in den eben zitierten Versuchen auch bei Verwendung dichter Aufschwem- 


1) l.c. 
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mungen von Cholerabakterien eine deutliche Abnahme der Keimzahl 
nach Kohlenbehandlung festzustellen war. 

Die Kohlenwirkung auf den Desinfektionsvorgang durch Phenol 
und Sublimat auf Typhusbakterien oder Choleravibrionen wurde zuerst 
in der Weise beobachtet, daß bestimmte Mengen der drei Bestandteile 
gemischt und die Mischungen nach entsprechender Zeit zu Platten ver- 
arbeitet wurden. Außerdem wurden die Bakterien der Wirkung der beiden 
Desinfizientien ohne Kohle ausgesetzt: und andererseits gleichen Mengen 
von Kohle ohne Phenol oder Sublimat zugesetzt. 


Versuch. 


0,1g Kohle wurde mit je 2cem einer Quecksilberchloridverdünnung 
1: 200000 oder 2 cem Kochsalzlösung versetzt. Von diesen Aufschwem- 
mungen wurden wieder Verdünnungen mit einem Sublimatgehalt von 
1: 1000000 und 1: 5000000 gemacht, ebenso die Kohlenaufschwemmung 
mit reiner Kochsalzlösung zweimal um das Fünffache verdünnt. Gleiche 
Mengen des Quecksilberchlorids kamen auch ohne Kohlenzusatz zur An- 
wendung. Alle Proben und auch Leem Kochsalzlösung zur Kontrolle 
der Einsaat wurden mit je 0,1] ccm einer 100000fachen Verdünnung einer 
dichten Typhusaufschwemmung beimpft, etwa 1 Stunde unter mehr- 
maligem Umschütteln stehengelassen und dann mit auf 45° C abgekühltem 
Agar versetzt und zu Platten gegossen. 


Ergebnis. 
HgCl, allein: 1 : 200000 0 Kolonien; 1: 1000000 # Kolonien; 1: 5000000 
ziemlich viele Kolonien. 
HgCl, + Kohle: 1:200000 sehr viele Kolonien; 1: 1000000 sehr 
viele Kolonien; 1: 5000000 oo Kolonien. 


Kohle allein: 1:200000 co Kolonien; 1:1000000 oo Kolonien; 
1: 5000000 oo Kolonien. 

NaCl: oo Kolonien. 

Derselbe Versuch, nur mit schwächeren Quecksilberchloridkonzen- 

trationen, ergab für Choleravibrionen folgendes Resultat: 

HgCl, allein: 1:5000000 8 Kolonien; 1:25000000 # Kolonien; 
1: 100000000 8 Kolonien. 

HgCl, + Kohle: 1:5000000 mäßig viele Kolonien; 1: 25000000 
sehr viele Kolonien; 1: 100000000 sehr viele Kolonien. 

Kohle allein: 1: 5000000 sehr viele Kolonien; 1: 25000000 sehr viele 
Kolonien; 1: 100000000 sehr viele Kolonien. 

NaCl: sehr viele Kolonien. 


Ein weiterer Versuch mit Cholerabakterien und Phenol verlief folgender- 
maßen: 


Phenol allein: 0,5 Proz. 0 Kolonien; 0,2 Proz. 0 Kolonien; 0,1 Proz. 
mäßig viele Kolonien; 0,03 Proz. sehr viele Kolonien; 0,01 Proz. 
oo Kolonien. | 

Phenol + Kohle: 0,5 Proz. 0 Kolonien; 0,2 Proz. einzelne Kolonien; 
0,1 Proz. sehr viele Kolonien; 0,03 Proz. oo Kolonien; 0,01 Proz. 
co Kolonien. 

NaCl: oo Kolonien. 
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Unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen verursacht also die 
Kohle eine starke Hemmung der Quecksilberchloridwirkung auf Typhus- 
und Cholerabakterien. Die Wirkung des Phenols auf letztere wird aber 
nur in geringerem Maße abgeschwächt. Diese Hemmungswirkung der 
Kohle muß wohl auf eine Bindung der Desinfizien durch sie zurückgeführt 
werden. Die Kohle allein beeinflußte das Wachstum der zugesetzten 
Bakterien trotz Adsorption gar nicht, während Erythrocyten, wie ich in 
früheren Versuchen!) ermitteln konnte, von Kohle adsorbiert und gelöst 
werden. Aus dieser Versuchsanordnung war aber nicht zu ersehen, wie- 
viel von Phenol und Quecksilberchlorid an die Kohle gebunden wird und 
wieviel in der Flüssigkeit zurückbleibt und daher seine unveränderte 
Wirkung auf die Bakterien ausüben kann. Um einen genauen Einblick 
in diese Verhältnisse zu gewinnen, war es erforderlich, die Kohle zunächst 
mit dem Desinfiziens zu beladen, dann die Flüssigkeit durch Zentrifugieren 
von der Kohle zu trennen und diese dann noch zu waschen. Das auf- 
geschwemmte Kohlensediment und die abgegossene Flüssigkeit konnten 
dann getrennt bezüglich ihres Einflusses auf die eingesäten Keime geprüft 
werden. Auf diese Weise ließ sich sowohl die Menge des freien und adsor- 
bierten Phenols oder Quecksilberchlorids als auch der Grad ihrer Wirksam- 
keit feststellen. 

Solche Versuche wurden, um trotz der dabei unvermeidlichen Schwan- 
kungen ein klares Bild zu erhalten, in größerer Zahl angestellt. Die im 
folgenden angeführten Beispiele sollen den Verlauf und das Ergebnis der- 
artiger Versuche veranschaulichen. 


Versuch mit Phenol und Choleravibrionen. 


Je 0,1g Kohle wurde mit je lccm einer 0,5-, 2,5-, 5- und l0proz. 
Phenol-Kochsalzlösung versetzt, einige Zeit geschüttelt, dann abzentri- 
fugiert, gründlich gewaschen und in je 1 cem Kochsalzlösung aufgenommen. 
Algemessene Mengen dieser Suspension und des ersten Abgusses wurden, 
wie in den früheren Versuchen, mit je 1 ccm einer 100000fachen Verdünnung 
einer dichten Choleraaufschwemmung beimpft, gleichzeitig auch eine Reihe 
mit verschiedenen Quantitäten einer Phenollösung. Nach einstündigem 
Aufenthalt bei 36°C wurde der Inhalt der einzelnen al, zu Platten 
verarbeitet. 


Kohle + 1l cem 0,5proz. Phenol: 
Sediment: 0,8 cem sehr viele Kolonien; 0,2 ccm sehr viele Kolonien. 
Abguß: 0,öcem 8 Kolonien; 0,2ccm mäßig zer Kolonien; 
0,5 ccm sehr viele Kolonien. 


Kohle + Leem 2,5proz. Phenol: 
Sediment: 0,8ccın viele Kolonien; 0,2 ccm sehr viele Kolonien. 
Abguß: 0,lccm 0 Kolonien; 0,05 cem viele Kolonien; 0,02 ccm 
viele Kolonien. 


Kohle + 1 cem proz. Phenol: 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 ccm sehr viele Kolonien. 
Abguß: 0,05ccm 0 Kolonien; 0,02 ccm mäßig viele Kolonien; 
0,01 ccm sehr viele Kolonien. 


1) l. e. 
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Kohle + Leem 20proz. Phenol: 
Sediment: 0,8 ccm einzelne Kolonien; 0,2 ccm mäßig viele Kolonien. 
Abguß: 0,02 cem 0 Kolonien; 0,01 ccm wenig Kolonien; 0,005 ccm 
viele Kolonien. 


Phenol ohne Kohle: 
l ccm 0,1proz. einzelne Kolonien; 0,05proz. ziemlich viele Kolonien; 
0,03proz. viele Kolonien. 
NaCl: sehr viele Kolonien. 


Der Überblick über diese Versuchreihe zeigt, daß, wenn 1l ccm einer 
0,1proz. Phenollösung als einfache Desinfektionsdosis angenommen wird, 
beim Versetzen der Kohle mit 5 bis 200 solcher Dosen ungefähr der gleiche 
Anteil, nämlich zwei Drittel bis drei Fünftel gebunden werden. Die prä- 
parierte Kohle vermag aber erst dann die Entwicklung der eingesäten 
Bakterien zu verhindern, wenn sie ungefähr 100 desinfizierende Dosen 
enthält. 

Versuche mit HgCl, und Choleravibrionen. 


Kohle + 1 cem HgCl,: 1:20000000. 
Sediment: 0,8ccm ziemlich viele Kolonien; 0,2ccm sehr viele 
Kolonien. 
Abguß: 0,7cem mäßig viele Kolonien; 0,2ccm sehr viele 
Kolonien. 
Kohle + Leem HgCl,: 1:4000000. 
Sediment: 0,8 cem viele Kolonien; 0,2 ccm sehr viele Kolonien. 
Abguß: 0,7ccm wenig Kolonien; 0,2ccm sehr viele Kolonien. 
Kohle + Leem HgCl,: 1:2000000. 
Sediment: 0,8ccm viele Kolonien; 0,2ccm sehr viele Kolonien. 
Abguß: 0,6 ccm wenig Kolonien; 0,2ccm sehr viele Kolonien. 
Kohle + Leem HgCl,: 1: 1000000. 
Sediment: 0,8ccm viele Kolonien; 0,2 cem sehr viele Kolonien. 
Abguß: 0,6ccm wenig Kolonien; 0,2ccm viele Kolonien. 
Kohle + Leem HgCl.: 1: 200000. 
Sedimont: 0,4ccm mäßig viele Kolonien; 0,2ccm viele Kolonien. 
Abguß : 0,6 cem wenig Kolonien; 0,2 cem viele Kolonien. 
Kohle + Leem HgCl,: 1: 100000. 
Sediment: 0,8 ccm 0 Kolonien; 0,2 ccm 0 Kolonien. 
Abguß: 0,6 ccm wenig Kolonien; 0,2 ccm sehr viele Kolonien. 
HgCl, ohne Kohle: 
Leem 1:25000000 6 Kolonien; Leem 1: 50000000 0 Kolonien; 
Leem 1:100000000 mäßig viele Kolonien. 
NaCl: sehr viele Kolonien. 


Vom Quecksilberchlorid genügten viel geringere Quantitäten zur Ab- 
tötung der gleichen Vibrionenmenge als vom Phenol. Das der Kohle zur 
Adsorption dargebotene HgCl, wurde so gut wie vollständig gebunden. 
An Kohle fixiert, vermochte jedoch das Quecksilberchlorid ebenfalls erst 
in einer etwa 100fach größeren Menge dieselbe Wirkung auf die Bakterien 
auszuüben wie in freiem Zustande, wie sich aus dem Versuchsprotokoll 
ergibt. Es verhalten sich also Phenol und Quecksilberchlorid in dieser 
Beziehung ganz gleich, was bei der verschiedenen chemischen Konstitution 
und Wirkungsweise der beiden Körper auf Bakterien sehr bemerkens- 
wert ist. 
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Aus dem Umstande, daß die verwendete Quecksilberchloridmenge 
von der Kohle vollständig, die des Phenols nur etwa zu zwei Drittel ge- 
bunden werden, erklärt sich der in den früheren Versuchen mit gleich- 
zeitigem Zusatz von Desinfizienskohle und Bakterien erhobene Befund, 
daß die Wirkung des Quecksilberchlorids sowohl auf Typhus- wie Cholera- 
bakterien sehr stark, die des Phenols auf Choleravibrionen nur in geringem 
Grade durch die Kohle gehemmt wird, weil der nicht gebundene Anteil 
des Phenols noch zu einer beträchtlichen Wirkung auf die Keime genügt. 


Versuch mil HgCl, und Typhusbakterien. 


Dieser Versuch ist genau in derselben Weise ausgeführt wie der ent- 
sprechende mit Choleravibrionen. Es wurden bloß infolge der höheren 
Resistenz der Typhusbakterien konzentrfiertere Quecksilberchloridlösungen 
verwendet. 


Kohle + 2 cem HgCl,: 1: 1000. 


Sediment: 0,6 cem ® Kolonien; 0,2 ccm # Kolonien; 0,1l ccm ein- 
zelne Kolonien. 

Abguß: 0,1l cem ® Kolonien; 0,03cem 0 Kolonien; 0,0l cem 
6 Kolonien; 0,005 cem mäßig viele Kolonien. 


HgCl, ohne Kohle: 


Leem 1:500000 © Kolonien; Leem 1:2000000 ziemlich viele 
Kolonien; 1 cem 1: 10000000 viele Kolonien. 


NaCl: sehr viele Kolonien. 


Da zur Wachstumsverhinderung der eingesäten Typhusmenge 1l cem 
einer 500000fachen HgCl,-Verdünnung nötig war, so enthielten 2 ccm 
einer 1000fachen Verdünnung 1000 Desinfektionsdosen, von denen etwa 
800 von der Kohle adsorbiert wurden und von denen 80 bis 160 Sterilisation 
bewirkten. Es waren also ungefähr ebensoviel wie bei Cholera zu diesem 
Zwecke erforderlich. 

Aus den angeführten Versuchen geht deutlich hervor, daß sowohl 
bei gleichzeitigem Zusatz von Kohle, Antiseptikum und Bakterien als 
auch bei Einwirkung der mit dem Antiseptikum präparierten Kohle eine 
sehr bedeutende Vermehrung der zur Sterilisation erforderlichen Menge 
desselben erforderlich ist, welche nur bei ersterer Versuchsanordnung für 
das Phenol infolge seiner unvollständigen Adsorption an Kohle geringer 
ist. Eine weitere Frage, die besonders, mit Beziehung auf meine früheren 
Versuche, nach denen die Beladung der Kohle mit verschiedenen Toxinen 
ihr Adsorptionsvermögen für das spezifische Antitoxin erhöht oder herab- 
setzt, je nach der Beeinflussung des betreffenden Toxins, von Interesse 
war, ist die, ob die mit Phenol oder Quecksilberchlorid vorbehandelte 
Kohle in ihrem Bindungsvermögen für Bakterien verändert wird. Da die 
Choleravibrionen in den verwendeten Mengen schon von reiner Kohle 
vollständig adsorbiert wurden, beziehen sich die folgenden Versuche auf 
Typhusbakterien, die unter den eingehaltenen Bedingungen von der un- 
vorbehandelten Kohle nur teilweise an sich gerissen wurden. 

Es wurde wieder je 0,lg Kohle in der schon beschriebenen Weise 
mit Phenol oder HgCl, beladen und gründlich gewaschen; die gleichen 
Kohlenmengen wurden auch mit Kochsalzlösung behandelt und gewaschen. 
In die mit je l ccm Kochsalzlösung bereiteten Kohlenaufschwemmungen 
und in Leem Kochsalzlösung erfolgte die Einsaat von je 0,1 ccm 100000fach 
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verdünnter Typhusaufschwemmung. Unter öfterem Schütteln blieben 
die Röhrchen % bis %, Stunden stehen. Dann wurden sie ganz kurz zentri- 
fugiert, bis sich eben die Kohlenteilchen abgesetzt hatten und die über- 
stehende Flüssigkeit abgegossen werden konnte. In der gleichen Weise 
wurde auch die NaCl-Kontrolle behandelt. Die Abgüsse und Kohlen- 
sedimente wurden nun zu Platten verarbeitet. Der Keimgehalt der Abgüsse, 
in gewisser Hinsicht auch der der Kohlen, sollte einen Maßstab ergeben 
für den Grad der erfolgten Adsorption. Durch Vergleich der Abgüsse 
von den Kohlenproben mit den gleich lange zentrifugierten der Kochsalz- 
kontrollprobe konnte eine durch das kurz dauernde Zentrifugieren eventuell 
doch eingetretene Keimverminderung mit berücksichtigt werden. 

Ein derartiger Versuch mit verschiedenen Konzentrationen von Phenol 
und HgCl, ist nachstehend angeführt. 


Versuch. 


0,1g Kohle + 2ccm 10 proz. Phenol: Sediment: sehr viele Kolonien. 
Abguß: sehr viele Kolonien. 


0,1 g Kohle + 2cem 33 proz. Phenol: Sediment: viele Kolonien. 
Abguß: sehr viele Kolonien. 


0,1g Kohle + 2ccm HgCl, 1:200000: Sediment: sehr viele Kolonien. 
Abguß: sehr viele Kolonien. 


0,1g Kohle + 2 cem HgCl,, 1: 100000: Sediment: sehr viele Kolonien. 
Abguß: sehr viele Kolonien. 

0,1g Kohle + 2ccm HgCl,, 1: 30000: Sediment: wenig Kolonien. 
Abguß: sehr viele Kolonien. 


0,1g Kohle + 2ccm HgCl,, 1: 10000: Sediment: 0 Kolonien. 
Abguß: 0 Kolonien. 


0,1g Kohle + 2 cem NaCl: Sediment: sehr viele Kolonien. 
Abguß: sehr viele Kolonien. 


Aus diesem Versuch geht hervor, daß nur bei Zusatz der sterilisierenden 
Menge von Quecksilberchlorid zur Kohle der Abguß, aber auch das Kohlen- 
sediment frei von entwicklungsfähigen Keimen waren, daß aber bei Ver- 
wendung aller anderen Konzentrationen, sowohl unwirksamer als auch 
unvollkommen sterilisierender, die Anzahl der Keime in solchen Abgüss 
ungefähr gleich war mit der in den Abgüssen von unvorbehandelter Kohle. 


Wenn wir nunmehr auf Grund dieser experimentellen Ergebnisse 
auf eine Diskussion der oben aufgeworfenen Frage, betreffend das ver- 
änderte Adsorptionsvermögen der Phenol- und Quecksilberchloridkohle für 
Bakterien, eingehen, so müssen wir überlegen, ob der Befund von der 
Keimfreiheit des Abgusses einer reichlich mit Desinfiziens beladenen Kohle 
einen zwingenden Grund liefert für die Annahme einer stärkeren Adsorption 
der Typhusbakterien durch die Quecksilberchloridkohle gegenüber der 
durch die reine Kohle ausgeübten. Für eine solche Annahme müßte die 
Möglichkeit ausgeschlossen werden können, daß auch durch eine solche 
Quecksilberchloridkohle nur eine gleiche Zahl der Bakterien adsorbiert 
wird wie von den anderen Kohlen, die Abtötung der nicht adsorbierten 
Keime jedoch dur&h Aufnahme eines Teiles des an die Kohle gebundenen 
Sublimats erfolgt. Diese Möglichkeit muß in Erwägung gezogen werden, 
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da die Kohlenadsorption doch einen reversiblen Vorgang darstellt und 
auch die Unschädlichmachung der an die Kohle adsorbierten Bakterien 
nur in der Weise erfolgen kann, daß eben ein Teil des Desinfiziens von der 
Kohle in die Keime eindringt, und zwar so viel, bis ein Gleichgewicht 
in die Verteilung des giftigen Körpers zwischen Kohle und Bakterien her- 
gestellt ist. Aus diesem Verhältnis erklärt sich auch der erhöhte Bedarf 
an Desinfiziens nach dessen Adsorption an Kohle gegenüber der in freiem 
Zustande, d h. in wässeriger Lösung wirksamen Dosis, da aus einem solchen 
Medium mit dem nach der Desinfektionslehre günstigen Zusatz von Salzen 
die Aufnahme in die Bakterien leicht und sehr weitgehend erfolgt. Die 
Reversibilität der Giftbindung durch Kohle — und als ein Gift für die 
Bakterienzelle ist ja das Antiseptikum anzusehen — tritt nur in kaum 
nachweisbarem oder geringem Maße ein, wenn die Kohle mit wässerigen 
Lösungen, aus denen die Adsorption des Giftes stattgefunden hat, behandelt 
wird. Wenn jedoch die giftbeladene Kohle mit den empfindlichen Zellen 
in Berührung gebracht wird, findet eine Aufnahme von Gift durch sie 
nicht nur im Tierkörper mit seinen speziellen Kräften (Resorption usw.) 
statt, sondern auch in vitro, wie meine erwähnten Versuche!) über die 
Lyse von Erythrocyten zeigen, welche einer mit Vibriotoxin vorbehandelten 
Kohle zugesetzt wurden. 


Daß dabei die Lyse ohne Adsorption der Erythrocyten an die gift- 
beladene Kohle erfolgen kann, läßt der folgende Versuch annehmen: 
0.1 g reiner Kohle vermochte nicht 0,1 ccm 5proz. ungewaschenes Kaninchen- 
blut zu lösen, auch nicht die gleiche, mit 10 lösenden Giftdosen beladene 
Kohlenmenge, so daß eine Adsorption der Blutkörperchen, welche Lyse 
zur Folge hat, auszuschließen ist. Diese wurde jedoch noch hervorgerufen 
durch 0,014 g Kohle, wenn 0,1 g derselben 50 lösende Dosen an sich gerissen 
hatten. Es wäre wohl denkbar, daß, obwohl von der mit 50 lösenden Dosen 
beladenen Kohle an reine Kochsalzlösung keine zur Lyse ausreichende 
Toxinmengen abgegeben werden, diese kleinen Mengen in einer Blut- 
aufschwemmung sofort von den Erythrocyten aufgenommen werden, so 
daß wieder eine neue Giftportion von der Kohle an die NaCl-Lösung über- 
geht, die neuerdings von den roten Blutkörperchen fixiert wird. Dieser 
Vorgang dürfte sich so lange wiederholen, bis ein Gleichgewicht in der 
Toxinverteilung zwischen Kohle und Erythrocyten besteht, bei welchem 
Gleichgewicht eben die Blutzellen eine zur Auflösung ausreichende Menge 
von Hämolysin enthalten. 


Eine weitere Frage, die mit der erhöhten Adsorptionskraft vor- 
behandelter Kohlen in engem Zusammenhang steht, ist die, ob die an 
Kohle gebundenen Keime eher das Antiseptikum aufnehmen können 
als die nicht adsorbierten. Für eine solche Begünstigung würde der Befund 
sprechen, daß in den Abgüssen von Kohlen, die mit zur Desinfektion nicht 
ausreichender Mengen von Antiseptikum beladen waren, nicht weniger 
Keime vorhanden waren als in denen von unvorbehandelten Kohlen, 
diese selbst aber mehr vermehrungsfähige Bakterien enthielten als erstere. 
Dagegen muß hervorgehoben werden, daß in den angeführten Versuchen 
verhältnismäßig gleiche Dosen von Quecksilberchlorid sowohl für Cholera- 
als Typhusbakterien zur Desinfektion erforderlich waren, obwohl erstere 
in den angewandten Mengen von der Kohle vollständig, letztere nur teil- 
weise adsorbiert wurden. 


1) l.e. 
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Da also der Befund von der Keimfreiheit des betreffenden Kohlen- 
abgusses nicht eindeutig verwertbar ist, überdies die genaue Ermittlung 
von Differenzen der Keimzellen, wenn sie nicht beträchtlich sind, bei 
derartigen Versuchen kaum mit genügender Sicherbeit vorzunehmen ist, 
mußten zur Entscheidung der diskutierten Fragen weitere Versuche vor- 
genommen werden. 


Infolge der sehr guten Adsorbierbarkeit von Choleravibrionen durch 
Kohle war es auch bei Verwendung dichterer Aufschwemmungen, welche 
deutlich trübe waren, möglich, eine merkliche Bindung, erkennbar durch 
Trübungsabnahme der ursprünglichen Aufschwemmung, zu erzielen. 
Durch eine solche Versuchsanordnung ließ sich nicht nur entscheiden, 
ob die mit Quecksilberchlorid präparierte Kohle mehr Vibrionen adsorbiert 
als die mit reiner Kochsalzlösung vorbehandelte, in welchem Falle der 
Trübungsgrad der beiden Kohlenabgüsse verschieden sein müßte, sondern 
auch, ob die nicht adsorbierten Bakterien durch Aufnahme von seitens der 
Kohle abgegebenen Sublimats ihrer Keimfähigkeit beraubt worden waren. 


Für derartige Versuche wurden den Kohlen wegen der Verwendung 
weitaus größerer Bakterienmengen viel konzentriertere Sublimatlösungen 
als in den früheren Versuchen dargeboten. Je 0,1g Kohle wurde in den 
einzelnen Experimenten mit je 1 bis Zoom einer HgCl,-Lösung 1: 100 
oder NaCl-Lösung versetzt. Die Kohlen wurden sehr gründlich gewaschen, 
um ein Zurückbleiben nicht gebundenen Sublimats ausschließen zu können, 
und ihnen dann je lccm einer Choleraaufschwemmung zugesetzt, die 
ein bis zwei Ösen in 10 ccm Kochsalzlösung enthielten. Die Proben blieben 
unter öfterem Umschütteln 20 bis 30 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen und wurden dann kurz zentrifugiert, bis sich eben die Kohle ab- 
gesetzt hatte und die überstehenden Flüssigkeiten sich abgießen ließen. 
Der Keimgehalt der Abgüsse der Quecksilberchlorid- und der Kochsalzkohle, 
ebenso die der ursprünglichen Aufschwemmung wurde nun durch Messung 
der Trübung beurteilt. In den beiden Kohlenabgüssen war eine deutliche 
Abnahme der Trübunrg gegenüber der nicht adsorbierten Aufschwemmung 
festzustellen; dagegen konnte zwischen den beiden Abgüssen in keinem 
Versuch ein Unterschied beobachtet werden. Aus diesem Befunde muß 
angenommen werden, daß der mù Quecksüberchlorid vorbehandelten Kohle 
kein erhöhtes Adsorptionsvermögen für Choleravibrionen zukommt. 


In Fortsetzung des Versuchs wurden die Kohlensedimente in je Leem 
NaCl-Lösung aufgenommen und ebenso wie die Abgüsse teils in Bouillon 
geimpft, teils zu Platten verarbeitet. In allen aufgestellten Versuchen 
blieben die Kulturen von den Sedimenten und Abgüssen der HgCl,-Kohle 
steril, während die von der Kochsalzkohle üppiges Wachstum zeigten. 
Durch diesen Befund ist bewiesen, daß auch die im Abguß der Quecksilber- 
chloridkohle befindlichen, also nicht adsorbierten Vibrionen so viel Sublimat 
aufgenommen hatten, daß sie sich nicht mehr entwickelten, oder mit anderen 
Worten, daß die Sublimatkohle auch nicht adsorbierte Vibrionen zu stertlisieren 
vermag. Übrigens zeigten auch Versuche mit den Waschwässern der HgCl;- 
Kohle, daß an die Kochsalzlösung genügende Mengen Quecksilberchlorid 
von der Kohle abgegeben werden, um Entwicklungshemmung der ein- 
gesäten Keime zu bewirken. Denn selbst wenn Leem des 15. Wasch- 
wassers, in dem rechnungsgemäß so gut wie kein freies HgCl, mehr vor- 
handen sein konnte, mit l cem der benutzten Vibrionenaufschwemmung 
versetzt wurde, blieben alle mit dieser Flüssigkeit beeinflußten Nährböden 
steril. 
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Inwieweit obige Erwägungen bezüglich der veränderten Adsorptions- 
kraft vorbehandelter Kohlen auch für die zitierten Versuche Bechholds 
Geltung beanspruchen können, ist schwer zu beurteilen. Seine Mitteilungen 
enthalten nämlich nur die Angabe, daß die von ihm verwendeten Silber- 
und Kieselsäurekohlen außer sehr stark desinfizierenden Eigenschaften 
auch eine erhöhte Adsorptionskraft für die untersuchten Keime besaßen. 
Unter diesen befanden sich außer Staphylokokken auch Koli- und Typhus- 
bakterien. Für die Adsorptionsversuche fehlen aber detaillierte Zahlen- 
angaben über die erzielten Bindungsergebnisse mit gewöhnlicher oder 
präparierter Kohle, und es wird nur angeführt, daß die Bindungszeit zur 
Vermeidung einer Keimschädigung durch das Derinfiziens ganz kurz 
gewählt wurde. Ob diese Möglichkeit dadurch auszuschließen ist, muß 
dahingestellt bleiben, um so mehr, als auch die Herstellungsart der von 
ihm verwendeten Kohlenpräparate, welche fabriksmäßig vorgenommen 
wurde, nicht näher beschrieben ist. Möglicherweise kommen diesen Prä- 
paraten durch Veränderung der Kohlenoberfläche besondere Eigenschaften 
zu, wofür die Angabe spricht, daß sie auch für Farbstoffe ein erhöhtes 
Adsorptionsvermögen besitzen. 

Schließlich sei noch auf eine Möglichkeit hingewiesen, die mit dazu 
beitragen könnte, das größere Erfordernis an Phenol und Quecksilber- 
chlorid zur Desinfektionswirkung bei Bindung derselben an Kohle zu be- 
dingen. Wenn nämlich durch die Kohlenadsorption der Typhus- und 
Cholerabakterien eine solche Modifikation erfolgt sein sollte, wie sie in 
den Versuchen von Morgenroth, Berger und Schnitzer mit Pneumokokken 
und einer Optochinhefeausschwemmung erzielt wurde, welche Modifikation 
eine stark erhöhte Resistenz gegen Optochin aufwies, wäre aus diesem 
Grunde der erhöhte Bedarf an den beiden Antiseptica erklärlich. Unter 
den eingehaltenen Versuchsbedingungen hat sich jedoch nach den bis- 
herigen Beobachtungen kein Anhaltspunkt für die Annahme einer solchen 
Modifikation ergeben, die wahrscheinlich eine Spezialität des Pneumo- 
kokkus darstellt und mit weitgehenden Veränderungen des ursprünglichen 
Stammes nach Einwirkung der Hefe und des Optochins einhergeht. Übrigens 
ist das Auftreten einer derartigen Modifikation, welche gegen das Des- 
ıinfiziens um so viel resistenter ist, deshalb unwahrscheinlich, weil sowohl 
für die von der Kohle vollständig adsorbierbaren Choleravibrionen als auch 
für die nur teilweise adsorbierten Typhusbakterien die Erhöhung des 
Sublimatbedarfs die gleiche war. 


Versuchsergebnisse. 


1. Das an Kohle adsorbierte Cholesterin verleiht dieser eine höhere 
Bindungskraft für Saponin als sie unter gleichen Umständen unvor- 
behandelter Kohle zukommt und vermag entsprechende Mengen von 
Gift unschädlich zu machen. Umgekehrt vermag auch die mit Saponin 
beladene Kohle unter geeigneten Bedingungen etwas mehr Cholesterin 
zu binden als gewöhnliche. 


2. Die Desinfektionskraft von Phenol und Sulbimat sowohl für 
Choleravibrionen als auch für Typhusbakterien wird durch die An- 
wesenheit von Kohle mehr oder weniger stark herabgesetzt. Die Ver- 
minderung der Desinfektionskraft ist abhängig von dem Grade, in dem 
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die beiden Körper von der Kohle gebunden werden. Infolge unvoll- 
ständiger Bindung des Phenols ist sie für dieses viel weniger aus- 
gesprochen als für Sublimat, das in den verwendeten EE so gut 
wie vollständig von der Kohle gebunden wird. 


Werden mit Phenol oder Sublimat vorbehandelte Kohlen den 
Bakterien zugesetzt, so ist zur Erreichung von Sterilisation für beide 
untersuchten Bakterien ungefähr hundertmal so viel nötig, als wenn 
die beiden Antiseptika in freiem Zustande vorhanden sind. = 


Eine höhere Adsorptionskraft der Sublimatkohle kann aus den 
Versuchsergebnissen für Typhusbakterien nicht mit Sicherheit: an- 
genommen werden, für Choleravibrionen ist sie auszuschließen. 


Schlußfolgerungen. 


Wenn wir nun die vorliegenden Versuche, die sich mit dem Ein- 
fluß der Kohle auf chemisch wohldefinierte Körper bezüglich deren 
Reaktionsfähigkeit sei es als Gifte, sei es als Gegengifte, beschäftigen, 
im Zusammenhang betrachten mit unseren früheren, ähnlichen Ver- 
suchen, welche ausschließlich chemisch unbekannte, mit Proteinen 
in inniger Beziehung stehende Körper antigenen Charakters und ihre 
Antikörper umfassen, so läßt sich ein einheitliches charakteristisches 
Verhalten für die eine oder die andere Gruppe von Körpern nicht er- 
kennen, auch dann nicht, wenn wir zunächst nur die Giftwirkung der 
verschiedenen Substanzen für die entsprechenden Zellen in Betracht 
ziehen. Ist doch der Endeffekt, der uns als Vergiftung oder Entgiftung 
imponiert, bei den einzelnen Versuchsgruppen infolge ihrer verschiedenen 
Anordnung von ungleichen Faktoren abhängig, so daß es erklärlich ist, 
wenn der antigene Charakter eines Stoffes an sich nicht ausschließlich sein 
Verhalten in dieser Richtung bestimmt. 


Da also die chemische Natur der geprüften Stoffe nicht allein 
für die beobachteten Differenzen der Kohlenwirkung verantwortlich 
gemacht werden kann, sondern auch ihre verschiedenen Wirkungs- 
bedingungen berücksichtigt werden müssen, läßt sich ein Vergleich 
zwischen ihnen nicht ohne weiteres anstellen. Die bekannte, ent- 
giftende Wirkung der Kohle kam daher in sehr ungleichem Grade 
zum Vorschein. Das Ausmaß der Entgiftung ist vor allem abhängig von 
der Verteilung des giftigen Stoffes zwischen Kohle und Zellen. Diese 
Verteilung ist aber bedingt durch die Avidität der Gifte zu den be- 
treffenden Zellen einerseits und die Festigkeit der Kohlenbindung 
andererseits. Für letztere ist, abgesehen von der Aufnahmefähigkeit 
des empfindlichen Zellsubstrats, die Beschaffenheit des Adsorbendums 
von Einfluß. Sie wird verschieden sein, je nach dem chemischen 
Charakter des Adsorbendums und der Art des Milieus, insbesondere 
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je nachdem der Giftstoff rein ist oder mit zahlreichen mehr oder minder 
gut adsorbierbaren Begleitstoffen vergesellschaftet ist, wie es für die 
antigenen Gifte der Fall ist. Je mehr gut adsorbierbare Begleitstoffe 
vorhanden sind, desto geringer wird die Festigkeit der Giftbindung sein. 

Bei Berücksichtigung dieser Umstände ist es wohl verständlich, 
daß die einzelnen untersuchten Gifte nach ihrer Adsorption durch Kohle 
ein recht verschiedenes Verhalten gegenüber den empfindlichen Zellen 
zeigten. So wurde das Diphtherie- und Tetanusgift zwar in sehr be- 
trächtlichem Maße von Kohle gebunden, aber nur sehr geringe 
Mengen davon so weit festgehalten, daß bei Einbringung der Giftkohle 
in den Tierkörper keine Toxinwirkung mehr eintrat. Bei diesen beiden 
Toxinen mag die Abspaltung im Tierkörper eine besondere Rolle spielen, 
so daß sie sich aus diesem Grunde nicht vergleichen lassen mit den im 
Reagenzglas wirkenden Giften. Dagegen dürfte eine Gegenüber- 
stellung der beiden Blutgifte, Kadikjötoxin und Saponin, die beide 
Erythrocyten in vitro auflösen, möglich sein. Von dem ersteren mit 
antigenem Charakter werden 20 lösende Dosen von 0,1g Kohle voll- 
ständig gebunden und nur Bruchteile einer lösenden Dosis an Blut 
abgegeben. Von 20 lösenden Saponindosen wird zwar auch ein großer 
Teil gebunden, aber mehr als die Hälfte wieder zu Blut abgegeben, 
woraus eine stärkere Entgiftung des antigenen Giftes hervorgeht. Die 
Versuche mit Phenol und Quecksilberchlorid haben gezeigt, daß erst 
bei Adsorption von ungefähr 100 desinfizierenden Dosen ein deutlicher 
Sterilisationseffekt hervorgebracht wird. Für diese starke Kohlen- 
wirkung ist es sicher von Bedeutung, daß die beiden Antiseptica als 
chemisch reine Körper ohne Begleitstoffe, welche die Adsorptionskraft 
der Kohle herabsetzen, gebunden werden. 

Die angeführten Daten zeigen mit aller Deutlichkeit, daß, wie 
bereits betont wurde, eine einheitliche Beurteilung der Entgiftungs- 
prozesse für die einzelnen Stoffe durch Kohle unstatthaft ist. Deshalb 
hat es sich auch als unmöglich herausgestellt, zwischen Giften mit 
antigenen Eigenschaften und anderen einen charakteristischen Unter- 
schied bei der Kohlenadsorption und Entgiftung festzustellen, sondern 
es konnte nur die Erkenntnis gewonnen werden, daß die für die Un- 
schädlichmachung des Giftes maßgebende Verteilung desselben zwischen 
den beiden Phasen — Kohle und Zelle — in jedem einzelnen Falle 
infolge der verschiedenen Wirkungsbedingungen erst ermittelt 
werden muß. 

Dieselbe Betrachtungsweise dürfte auch Geltung haben, wenn wir 
bei den antigenen Giften an Stelle der empfindlichen Zellen den spezifi- 
schen Antikörper setzen. In solchen Versuchen zeichnet sich das adsor- 
bierte Hämotoxin des Vibrio Kadikjö dadurch aus, daß es durch noch 
geringere Antitoxinmengen als in freiem Zustande unschädlich gemacht 
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wird, daß also der größere Teil des Toxins sich auf das Antitoxin verteilt 
und in der Kohle nur so viel zurückbleibt, als von ihr gegenüber Erythro- 
cyten festgehalten werden kann. Das Diphtherie- und noch mehr das 
Tetanusgift bedürfen jedoch zu ihrer Neutralisation einen sehr großen 
Antitoxinüberschuß. Dieses Erfordernis dürfte zurückzuführen sein 
nicht nur auf die große Giftavidität der betreffenden Zellen und die 
speziellen Verhältnisse des Tierkörpers, sondern auch auf die Beein- 
flussung der Toxin-Antitoxinbindung durch die Kohle. 

Letztere Annahme drängt sich auf, wenn man sieht, daß alle drei 
Antitoxine bei vorheriger Bindung an Kohle für ihre spezifischen 
Toxine fast vollständig wirkungslos werden, während sie im Moment 
der Adsorption noch mehr oder weniger wirksam sind. Nach längerer 
Adsorptionszeit müßte dann das Antitoxin irgend eine Modifikation 
erleiden, die seine Reaktionsfähigkeit mit dem Toxin bis zur völligen 
Wirkungslosigkeit herabsetzen kann. Vielleicht spielt die mit der Zeit 
zunehmende Festigkeit der Adsorptionsverbindung, wie sie für Toxin 
direkt nachweisbar war, dabei eine Rolle. Auch das Bindungsvermögen 
der Toxinkohle für ihr Antitoxin kann für die obige Annahme ver- 
wertet werden. Die Kadikjökohle adsorbiert nämlich sogar mehr 
spezifisches Serum als reine, während das Tetanus- und Diphtheriegift 
die Bindungskraft der Kohle für Antitoxin herabsetzen. Diese Ver- 
hältnisse begünstigen eine rasch eintretende Neutralisation des Hämo- 
toxins bevor das Antitoxin seine Wirksamkeit einbüßt. Die in diesen 
Versuchen sich anzeigende schwächere Avidität des Diphtherie- und 
namentlich des Tetanustoxins erfordern eine längere Neutralisations- 
zeit, während welcher das Antitoxin bereits weitgehend beeinflußt 
wird. Eine Veränderung des Tetanus- und Diphtheriegiftes durch die 
Kohlenadsorption ist unwahrscheinlich, da ja das gebundene Gift bei 
Einbringung der Kohle in den Tierkörper in hohem Maße und in typischer 
Weise wirksam ist. Gerade die krankmachende Wirkung eines Toxins 
unterliegt aber sonst eher einer Abschwächung als sein Bindungs- 
vermögen. $ 

Schließlich sei auch noch auf das Verhalten des Cholesterins hin- 
gewiesen, welches zwar die entgiftende Fähigkeit mit dem eigentlichen 
Antitoxin gemeinsam hat, sich sonst aber in mehrfacher Beziehung 
von diesem unterscheidet. Auch mit der Kohlenadsorption läßt sich 
ein sehr deutlicher Unterschied feststellen, indem das Cholesterin auch 
nachdem es bereits an Kohle adsorbiert ist, noch immer die Fähigkeit 
besitzt, Saponin zu neutralisieren, also in dieser Beziehung durch die 
Kohle nicht beeinflußt wird. 





Eine neue Elektrode zur H-Ionenbestimmung mit Chinhydron. 


Von 
Ladislaus Smolik. 


(Mitteilung der landwirtschaftlichen Versuchsanstalt in Brno, 
Tschechoslowakei.) 


(Eingegangen am 26. März 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Haber und Russ!) haben darauf aufmerksam gemacht, daß der 
metallische Wasserstoff der Platin-Wasserstoffelektrode durch Chin- 
hydron sich ersetzen läßt IO, H, (OH), X C,H,0, + B3]. 

Die genannten Forscher haben die rasche Einstellung sowie die Un- 
abhängigkeit des Potentials von der zugegebenen Menge des Chinhydrons 
hervorgehoben. Die sehr genauen Arbeiten von Biilmann?) und seinen 
Mitarbeitern haben die Messung der py-Werte für verschiedene Fächer 
zugänglich gemacht. Andere Forscher, die an der Vereinfachung der 
?g-Messung mittels der Chinhydronelektrode gearbeitet haben, sind: 
S. Veibel?), F. Auerbach*), M. Trenel5), Schäfer*) und E. Mislowüzer?). 
Mislowitzer hat eine sehr praktische Doppelelektrode konstruiert, bei 
welcher die Bezugs- und Ableitungselektroden miteinander verbunden 
sind. Die Verbindung der beiden Flüssigkeiten ist durch den Glasschliff 
möglich gemacht (Trenel hat für diesen Zweck ein Diaphragma benutzt). 
Diese Doppelelektrode Mislowitzers bietet viele Vorteile. 


Wir beabsichtigten, die p,-Messung in Eprouvetten und ähnlichen 
Gefäßen, wie z.B. H.R.Christensen®) vorgeschlagen hat, durch- 
zuführen. Zu diesem Zwecke wurden Versuche gemacht, eine praktische 
Elektrode herzustellen. Dabei wurde an den Gedanken von Mislowitzer, 
die Flüssigkeiten mittels Glasschliff zu verbinden, angeknüpft. Die 
neue Form der Elektrode ist aus der Abbildung ersichtlich. 








1) Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 1904. 

2) Ann. de Chim. 9, 1921. 

3) Transact. of the Chem. Soc. 123, 1923. 

4) Zeitschr. f. physik. Chem. 1924. 

š) Zeitschr. f. Elektrochem. 1924; Intern. Mitt. f. Bodenk. 1924. 
D Zeitschr. f. Elektrochem. 1925. 

7) Diese Zeitschr. 159, 1925. 

8) Intern. Mitt. f. Bodenk. 1924. 
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L. Smolfk: Neue Elektrode. 


Auf ein langes Glasrohr (Durchmesser 10 mm) ist mittels 
eines sorgfältigen Glasschliffes eine Kappe aufgesetzt. Die Poren 


Standart + 
chinhydron 


KCL- 


Ar: 
chinhydron 


Abb. 1. 





des Glasschliffes werden mit der ge- 
sättigten K Cl-Lösung getränkt (wie bei der 
Mislowitzerschen Doppelelektrode), sodann 
wird die geschlossene Röhre mit irgend einer 
Standardlösung, enthaltend Chinhydron, 
beschickt und mit durchgebohrtem Stöpsel, 
durch welchen die Platinelektrode hin- 
durchgeht, verschlossen. Die zweite Elek- 
trode ist in der Nähe der Vergleichs- 
elektrode angebracht. Die beiden Elektroden 


 (Chinhydronkette) werden mit einem Stöpsel, 


durch welchen noch ein Thermometer hin- 
durchgeht, festgehalten. 

Die neue hier beschriebene Elektrode 
ermöglicht weitaus bequemere ?-Messung, 
da sie sehr leicht abgespült werden kann. 
Die Benutzung der breiteren Eprouvetten 


in Verbindung mit dieser Elektrode gestattet das Arbeiten in Serien 
(z. B. in der Bodenkunde). Die Standardlösung der Vergleichs- 
elektrode kann täglich erneuert werden, oder man nimmt eine Korrektion, 
ganz ähnlich wie bei Mislowitzers Doppelelektrode. 


Ein Beitrag zur Samendesinfektion. 
Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Universität Prag.) 


(Eingegangen am 28. März 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
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I. Gegenüberstellung der im Laboratorium gebräuchlichen Samen- 
desinfektionsmittel und der bekannten Beizmittel zur Bekämpfung 
der Brandkrankheiten des Getreides. 

Für die sterile Aufzucht der höheren Pflanze ist die Sterilisation 
der Samen, d. h. die Vernichtung sämtlicher am Korne haftender Keime 
Vorbedingung. Das Beizen der Getreidekörner zur Vernichtung der 
Brandsporen kann als ein Sonderfall der Samensterilisation aufgefaßt 
werden, da wir hier meist nur das Aufkommen eines bestimmten Parasiten 
verhindern wollen. Trotzdem ist zwischen den im Laboratorium ge- 
fundenen Samendesinfektionsmethoden für physiologische Unter- 
suchungen und den in der Praxis eingebürgerten Beizmitteln zur Ver- 
hütung der Brandkrankheiten des Getreides heute noch eine unüber- 
brückliche Kluft. Von theoretischer Seite ist man mit der Aufsuchung 
geeigneter, sicher wirkender Desinfektionsmittel, die gleichzeitig für 
das Samenkorn unschädlich sind, beschäftigt. Die Praxis strebt nach 
geeigneten Desinfektionsmitteln zur Bekämpfung bestimmter, an den 
Samen haftender Krankheitskeime. Im Prinzip handelt es sich in 
beiden Fällen um das gleiche. Beide Verfahren wollen eine rasche und 
sichere Abtötung anhaftender Keime bei möglichst geringer Schädigung 
der Samen erreichen. Im Laboratorium strebt man die sogenannte 
Totaldesinfektion an, auf dem Felde handelt es sich meistens um die 
Abtötung ganz bestimmter Keime. Allerdings haben beide Methoden 
viel Gemeinsames, denn es ist nicht anzunehmen, daß die in der land- 
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wirtschaftlichen Praxis gebräuchlichen Mittel nur spezifisch die Abtötung 
dieses einzigen Schädlings erzielen werden. Manche Beizen, so z. B. das 
Uspulun, werden schon als vielseitig wirkendes Präparat in den Handel 
gebracht. 

So wird Uspulun zur Bekämpfung des Steinbrands (Erreger Tilletia 
tritici), der Kohlhernie (Erreger Plasmodiophora brassicae), der Stengel- 
bakteriose der Kartoffel (Erreger Bakterium phytophtorus), der Schwarz- 
fäule des Kohls (Bakterium pseudomonas) und anderer mehr emp- 
fohlen. Es handelt sich, wie man sieht, um verschiedene Kulturgewächse 
und unterschiedliche Krankheitserreger. Die Bekämpfungsweise dieser 
Krankheiten ist natürlich nicht immer gleich, einmal handelt es sich 
um eine Vorbehandlung der Samen, das andere Mal um eine direkte 
Bodendesinfektion. Die Methodik ist zunächst für uns gleichgültig, 
wo es sich nur darum handelt, zu zeigen, daß durch ein bestimmtes, in 
der Praxis eingebürgertes Beizmittel Keime der verschiedensten Pilze 
und Bakterien abgetötet werden können, ohne daß die: Wirtspflanze 
leidet. Nehmen wir den umgekehrten Fall, so müssen die im Labora- 
torium als brauchbar befundenen Samendesinfektionsmittel zur Er- 
zielung von ‚Totalsterilität‘‘ auch bei der landwirtschaftlichen Schäd- 
lingsbekämpfung anwendbar sein. Eine andere Frage ist es dann, ob 
diese Mittel wirtschaftlich und zweckmäßig sein werden. 

Hier liegt, wie oft, ein typischer Fall dafür vor, daß Praxis und Theorie 
im Anfang getrennte Wege gehen. Die Herstellung und Einführung der 
meisten Beizmittel geht von praktischer oder besser gesagt industrieller 
Seite aus. Die Präparate werden auf den Markt gebracht und meist erfolgt 
erst post festum die wissenschaftliche Durchprüfung. Eigentlich wäre es 
einfacher, erst theoretisch nach wissenschaftlichen Regeln zu prüfen und 
zu bewerten und dann das praktische Moment zu berücksichtigen. 

Die Anzahl der heute auf den Markt gebrachten Beizmittel ist sehr 
groß. Eine Aufzählung der einzelnen wollen wir uns ersparen, es genügt, 
die drei bekanntesten reichsdeutschen Präparate, Uspulun, Germisan 
und Tillantın, die nachweislich auch die besten sind, und von heimischen 
Erzeugnissen das Kalimat herauszugreifen. Gassner!) hat die wissen- 
schaftliche Bewertung für Germisan und Uspulun in exakter Weise 
durchgeführt und mittels Einbürgerung des chemotherapeutischen 
Indexes und der Wertungszahl in anschaulicher Weise die Güte dieser 
Präparate zum Ausdruck gebracht. Kalimat ist von Esdorn?) in der- 
selben Weise wissenschaftlich geprüft worden. Für Tillantin liegt 
unseres Wissens eine derartige Durcharbeitung noch nicht vor. 


1) 6. Gassner, Biologische Grundlagen der Prüfung von Beizmitteln 
zur Steinbrandbekämpfung. Arbeiten a. d. Biol. Reichsanstalt f. Land- 
und Forstw. 11, Heft 5. 

2) J. Esdorn, Die chemotherapeutische Prüfung der Beizmittel Kalimat 
und Fangolit. Angew. Bot. 6, 105, 1924. 
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Die Einführung dieses von Gassner für die Steinbrandbeizmittel 
eingeführten Wertmessers ist für die Samendesinfektion ganz allgemein 
zu fordern, da sie in klarer Weise über die Brauchbarkeit eines Mittels 
Aufschluß gibt. Allerdings kann man diese Berechnung our bei einer 
größeren Zahl von Samen vornehmen. Diese Forderung ist bei Ver- 
suchen, die auf Universalsterilität abzielen, nicht immer erfüllbar, da 
die Methodik es verbietet, eine große Menge Samen auf einmal zu 
desinfizieren. Durch eigens angesetzte Keimversuche, die nicht unter 
sterilen Bedingungen sein müssen, kann man sich einigermaßen helfen. 
Für den Wert des Samendesinfektionsmittels ist ebensogut, wie bei 
den Beizmitteln maßgebend, ob bei energischster Abtötung aller Keime, 
die ja zu fordern ist, denn sonst ist das Mittel (wie es ja meist der Fall 
ist) unverläßlich, keine zu große Schädigung der Samen erzielt wird. 
Eine kleine Keimverzögerung wird .bei Laboratoriumsversuchen 
nicht so bedenklich sein, wie bei Feldversuchen. Es erscheint als dank- 
bare Aufgabe, die bekannten Präparate eingehend bezüglich ihrer 
Wirksamkeit bei wissenschaftlichen een Versuchen im 
Laboratorium zu prüfen. 


Die Methoden der Eege zur bakterien- und pilz- 
freien Aufzucht im Laboratorium fordern unbedingte Keimfreiheit. 
-Zu diesem Punkte muß auch Stellung genommen werden. Als Idealfall 
müssen wir natürlich völlig sichere Keimfreiheit anstreben, tatsächlich 
werden wir sie aber meistens nicht erreichen. Für eine Prüfung auf 
unbedingte Keimfreiheit sind unsere Methoden bis jetzt sicher noch 
unzureichend, denn nur die Anwendung einer großen Zahl von Spezial- 
nährböden und Wachstumsbedingungen kann uns tatsächlich Auskunft 
über wirkliche Keimfreiheit geben. Es ist sicher, daß bei den normalen 
Sterilitätsprüfungen eine Anzahl von Bakterien nicht aufkommt und 
so Sterilität vorgetäuscht wird. Allerdings ist anzunehmen, daß diese 
Keime, beispielsweise unter den normalen Bedingungen der sterilen 
Aufzucht höherer Pflanzen, nicht aufkommen werden. Ferner wird 
die Desinfektion immer von der Art der auf den Körnern haftenden 
Keime abhängig sein. 


Liegt verhältnismäßig reines Material vor, so wird die Sterilisation 
leicht gelingen. Auf diese Tatsache muß besonders aufmerksam gemacht 
werden, denn aus der An- bzw.. Abwesenheit bestimmter Keime 
resultieren die verschiedenen Erfolge, die bestimmten: Verfahren zu- 
geschrieben werden. Klein und Kisser!) schreiben zutreffenderweise, 
daß bis jetzt jeder Forscher, der für seine Untersuchungen sterile 
Keimungsbedingungen benötigte, zunächst Umschau nach einer geeig- 


1) Klein und Kisser, Die sterile Kultur der höheren Pflanze. Bot. 
Abhandlungen, Heft 2. Herausgegeben von H. Goebel, Jena 1925. 
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neten Methode halten mußte, da eine exakte und einwandfreie Durch- 
arbeitung fehle. Das gründliche Studium der Methoden bringt uns 
natürlich dem Ziele näher, da vor allem gänzlich Unbrauchbares ab- 
gestoßen wird. Unseres Erachtens wird es aber #mmer nötig sein, vor 
Beginn einer derartigen Arbeit eine Anzahl der verschiedenen emp- 
fohlenen Mittel neu zu untersuchen, um sie für die im gegebenen Falle 
vorliegenden Verhältnisse zu bewerten. Aus dem eben Geschilderten 
ergibt sich naturgemäß, daß Sorte und Herkunft des Samenmaterials 
von großer Bedeutung sind. 

Der chemotherapeutische Index der einzelnen Sterilisationsmittel 
wird natürlich ein ganz verschiedener sein. Bei einem Saatgut, das 
verhältnismäßig keimfrei ist, wird man mit einem schlechteren chemoth. 
Index auskommen als bei einem sehr stark infizierten. Die Folge ist 
natürlich, daß ich bei dem einen Samenmaterial mit einem verhältnis- 
mäßig schlecht bewerteten Desinfektionsmittel noch zum Ziele komme, 
bei einer anderen Sorte kommt es zu einem Mißerfolg. Insofern ist die 
Totaldesinfektion der Samen schwieriger und vor allen Dingen un- 
sicherer als die bekannten Beizverfahren. Im letzteren Falle kann 
man durch die künstliche Infektion prüfen, ob die Sporen sicher ohne 
Schädigung des Samens abgetötet werden. Bei der Totalsterilisation 
gehen wir zunächst im Dunkeln, da wir nicht wissen, was wir abtöten 
sollen. Vielleicht würde man auch hier mittels künstlicher Infektion 
etwas weiter kommen, und können uns Versuche, die sich direkt mit 
der Abtötung bestimmter Sporen befassen, Aufschluß geben. 

Diese Darlegungen zeigen, daß an diesem Fehler alle Sterilisations- 
mittel, die Universalsterilitäten erzielen wollen, kranken werden, und 
daß das sicherste Sterilisationsmittel hartnäckigem Keimen gegenüber 
versagen kann. 


I. Übersicht der einschlägigen Literatur. 


Die Zahl der Samendesinfektionsmittel oder, wie man sie meistens 
nennt, Sterilisationsmittel, über die hier und dort berichtet wird, ist recht 
groß. Unterzieht man sie aber einer eingehenden Prüfung, so schrumpft 
die Zahl der tatsächlich brauchbaren sehr zusammen. Eine kritische Über- 
prüfung der verschiedenen Methoden danken wir Klein und Kisser (l. c.). 
Die bekannten Samendesinfizienten, wie Alkohol, Äther, Sublimat, Wasser- 
stoffsuperoxyd, Silbernitrat, Formaldehyd und Brom werden von den beiden 
Autoren durchprobiert und eingehend studiert. 

Als brauchbar wird von den genannten Stoffen nur Brom befunden, 
alle anderen zeigten sich mehr oder minder ungeeignet, teils schädigen sie 
bei gründlicher Abtötung der Keime die Samen zu stark, teils wirkten sie 
überhaupt nicht. 

Unter Bezugnahme auf diese kritische Nachprüfung kann man von 
einer chronologischen Aufzählung der verschiedenen Einzelarbeiten absehen. 

Mit lproz. Bromlösungen erzielten Klein und Kisser verläßlich 
100proz. Sterilität. Eine geeignete Vorbehandlung des Samenmaterials 
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vor der eigentlichen Sterilisation betrachten die Autoren als unerläßlich. 
Es handelt sich vor allem um eine mechanische Reinigung der Körner 
mittels einer scharfen Bürste, ferner um ein Durchschütteln der Körner in 
Seifenschaum und dann in Alkohol und Äther. Durch Alkohol und Äther 
wird eine Entfettung des Kornes und eine Entfernung der kapillar haftenden 
Luft bedingt. 

Eigens erwähnt seien hier von Sterilisationsmitteln Chlorkalk, der 
von Klein nicht erwähnt wird, und Silbernitrat, da sich hier die verschiedenen 
Angaben nicht decken. 

Chlorkalk wurde von Wiüson!) zum erstenmal als Desinfektionsmittel 
verwendet. Chlorkalk, der bekanntlich nur in geringer Menge in Wasser 
löslich ist, wurde mittels Wasser aufgeschwemmt und dann abfiltriert. So 
erzielte Wilson Lösungen, die einen Gehalt von 2 Proz. titrierbarem Chlor 
ergaben. Die Einwirkungsdauer war natürlich nach dem Samenmaterial 
verschieden lang. Interessant ist, daß im allgemeinen die Einwirkungs- 
zeiten recht lang bemessen werden mußten, und daß sie ohne Schädigung 
ertragen wurden. 

Silbernitrat wurde von Schröder als Samendesinfektionsmittel ge- 
prüft?2). Die Sterilisation von Weizen und Gerste gelang mit proz. 
Lösungen bei einer 12- bis l4stündigen Einwirkungszeit mühelos. Durch 
chlornatriumhaltiges Waschwasser läßt sich das Desinfiziens leicht wieder 
entfernen. Die von Schröder mitgeteilten Erfahrungen konnten in unserem In- 
stitut von O. P.Grünfeld®) bestätigt und erweitert werden. Vor allem wurde 
die Zahl der Samen, die mittels Silbernitrat erfolgreich sterilisiert werden 
konnten, unter Anwendung besonderer Kunstgriffe bedeutend erweitert. 

Berücksichtigt man nur die modernere Literatur, wie wir das hier 
getan haben, so ist die Zahl der brauchbaren Sterilisationsmittel sehr klein. 
In diesem Falle ist es völlig gerechtfertigt, nur die neueren Arbeiten zu 
berücksichtigen, da durch sie erst die kritische Nachprüfung zum Teil sehr 
unsicherer Angaben unternommen wurde und das Unbrauchbare abge- 
stoßen wurde. 

Io. Methodik. 


Eigene Versuche. Was die Methodik und Durchführung der Sterili- 
sationsversuche anbelangt, so können wir aus den in der Praxis gewonnenen 
Erfahrungen Nutzen ziehen. In den hier wiedergegebenen Untersuchungen 
wird ein derartiger Versuch unternommen, Erfahrungen der Praxis und 
wissenschaftliche Methodik zu verbinden. Als erstes Ziel schwebte es uns 
vor, ein bequemes und sicheres Samendesinfektionsmittel zu finden, und 
dasselbe gleichzeitig auf seine praktische Bedeutung zu prüfen. Ferner 
bewirkten wir, um auch den umgekehrten Weg einzuschlagen, ein bekanntes 
Steinbrandbeizmittel als Desinfektionsmittel bei Laboratoriumsversuchen 
einzubürgern. 


a) Mittel und Apparatur, die der Desinfektion dienten. 
Als Desinfiziens wählten wir zunächst Chlor, und zwar in der Form 
seines Hypochchlorits (Calcium-, Natrium- und Kaliumhypochlorit), und 
gelegentlich Chlorwasser. Von bekannten Beizmitteln der Praxis wurden 


1) J. K. Wilson, Calcium hypochlorite as a seed sterilizer. Amer. Journ. 
of Bot. 2, 420, 1915. 

2) H. Schröder, Die Widerstandsfähigkeit des Weizenkornes gegen 
Gifte. Centralbl. f. Bakt. 88, 492, 1910. 

) P.@Grünfeld, Beihefte zum bot. Centralbl. 1926. 
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Uspulun, Germisan, Tillantin und Kalimat geprüft. Die Anwendung des 
Calciumhypochlorits als Sterilisationsmittel ist nichts Neues, dasselbe 
wurde schon im Jahre 1915 von Wilson erfolgreich verwendet (l. ei Im 
Zusammenhang damit lag es natürlich nahe, auch die anderen Hypochlorite 
des Chlors zu untersuchen. 


Das Caleiumhypochlorit, mit der praktischen Bezeichnung ‚Chlorkalk“ 
benannt, ist dadurch ausgezeichnet, daß es in der Form, in der es uns zur 
Verfügung stand (Merck puriss. und Präparat des deutschen Ärztevereins), 
im allgemeinen die Keimprozente sehr wenig beeinträchtigt. Dagegen wurde 
öfters eine größere oder kleinere Verzögerung der Keimgeschwindigkeit 
beobachtet. Eine Verzögerung der Keimgeschwindigkeit wird wohl von 
den meisten Samendesinfektionsmitteln, die Totalsterilität erzielen wollen, 
bewirkt werden. In der einschlägigen Literatur wird immer nur von den 
Keimprozenten gesprochen, die Keimgeschwindigkeit dagegen bleibt meist 
unerwähnt. 

Die chromotherapeutische Wirkung filtrierter Lösungen von Chlor- 
kalkaufschwemmungen ist nicht sehr groß und kann auch nicht vergrößert 
werden, weil sich nur eine beschränkte Menge von Calciumhypochlorit in 
Wasser löst. Bei Benutzung unfiltrierter Aufschwemmungen erzielt man 
natürlich einen bedeutend höheren Chlorgehalt, aber das Arbeiten mit 
diesen breiigen Flüssigkeiten gestaltet sich nicht sehr elegant. 


Die Bestimmung des jeweiligen Chlorgehalts unserer abfiltrierten 
Lösungen erfolgte durch Titration mittels Natriumthiosulfat über Jod- 
kalium. 0,5g Chlorkalk auf 100 ccm Wasser genügten bei nachträglicher 
Filtration, um die unter den gegebenen 
Verhältnissen höchst mögliche Chlor- 
menge zu erzielen. Mit Natrium bzw. 
Kaliumhypochlorit, die wir als kon- 
zentrierte oder dreifach konzentrierte 
Lösung (Dr. Schuchardt und de Haen) 
bezogen, kann man einen bedeutend 
höheren Chlorgehalt der Lösungen 
erzielen. 

Die Arbeitsmethodik war sehr 
einfach, da es sich bald zeigte, daß 
ein Nachwaschen der vorbehandelten 
Samen nicht nötig war. Zu Beginn der 
Versuche arbeiteten wir mit einem 
kleinen Apparat, der aus zwei Erlen- 
meyerkolben besteht, die an einem 
Stativ links und rechts von der Ver- 
tikalebene desselben aufgehängt waren 
und mit Gummistöpseln verschlossen 
waren. In dem einen Kolben war 
das Desinfiziens, in dem anderen das 
Wasser zum Spülen. Mittels Hebers 
wurden die Flüssigkeiten in ein Gabel- 
stück geleitet, das in ein Rohr ausging, 
das mit einer kleinen Glasglocke über- 
deckt war. Die Verbindung zwischen Heber und Gabelstück erfolgte mittels 
Gummischläuchen, so daß der Zufluß der beiden Flüssigkeiten mittels 
Quetschhähnen reguliert werden konnte. Das Rohr mit der Glasglocke 


12* 
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konnte man in ein weiteres Rohr mit Ansatzstück so eintauchen, daß die 
Glasglocke das untere Rohr von oben bedeckte. Das Ansatzstück war mit 
Gummischlauch und Quetschhahn versehen. In das Rohr mit Ansatzstück, 
das mittels einer Klammer unten am Stativ gehalten wurde, kamen die zu 
behandelnden Samen. Durch Öffnen der Quetschhähne konnte man nun 
nach Bedarf zunächst das Desinfiziens zu den Samen fließen lassen. War die 
Einwirkungszeit beendigt, ließ man die Flüssigkeit durch das Ansatzrohr 
abfließen und spülte mehrmals mit Wasser nach. Dieser Apparat wurde 
vor jeder Benutzung in toto mindestens 1 Stunde im Dampftopf sterilisiert. 

Dieser umständliche Apparat, der vielleicht bei der Anwendung anderer 
Desinfektionsmittel recht praktisch sein kann, erwies sich bald als über- 
flüssig. Die Sterilisation erfolgte nun in Erlenmeyerkölbehen (von etwa 
50 com), die vor jeder Benutzung im Autoklaven sterilisiert wurden. Die 
Kölbchen werden am besten mit Stöpseln von Zellstoff verschlossen und zur 
Sterilisation, um das Naßwerden der Stöpsel hintanzuhalten, mit Pergament- 
papier überbunden. Außerdem wurde während der Einwirkungszeit des 
Desinfiziens über jeden Stöpsel noch ein gut schließendes Becherglas 
gestülpt, um Chlorverluste zu vermeiden. Nach Beendigung der Einwirkungs- 
zeit wurde nach Entfernung des Stöpsels die Flüssigkeit sorgfältig ab- 
gegossen; dann wurde der Stöpsel wieder aufgesetzt und das Kölbchen 
umgedreht, so daß der Flüssigkeitsrest größtenteils vom Zellstoff aufgesaugt 
wurde. 


b) Die Prüfung auf Sterdität. 


Die Prüfung auf Sterilität erfolgte in Reagenzgläsern, die etwa 3 bis 
4cem Bouillon folgender Zusammensetzung enthielten: Fleischextrakt 
0,5 Proz., Pepton 0,5 Proz., Kochsalz 0,5 Proz. bei späteren Versuchen 
wurde noch 1 Proz. Zucker dazugegeben. Meist kam die Bouillon neutral 
zur Anwendung, gelegentlich neutral und alkalisch. Die Bouillonröhrchen 
wurden zur Kontrolle in den Thermostaten bei einer Temperatur von 20 
gegeben. Die Kontrollprüfung dauerte meistens 7 bis 8 Tage. Tatsächlich 
ist es eine übertriebene Vorsichtemaßregel, die Kontrollproben so lange 
Zeit zu führen, da die Verunreinigungen meist am zweıten, spätestens 
am dritten Tage beobachtet wurden und man ruhig sagen kann, was nach 
3 Tagen Versuchsdauer rein ist, bleibt auch weiterhin steril. Die Über- 
tragung der Samen in die Eprouvetten erfolgte mittels ausgeglühter Pinzette. 
Mit einer Platinöse lassen sich die Samen schlecht fassen; sonst wäre die 
Öse, da sie leicht auszuglühen ist, vorzuziehen. 


c) Keimproben. 


Die Keimproben sind unerläßlich, da man sich überzeugen muß, ob 
bei einer verläßlichen Samendesinfektion auch das Korn richt leidet. Die 
Keimproben wurden in Petrischalen, die 2 Stunden im Heißluftsterilisator 
sterilisiert worden waren, ausgeführt. Der Boden und der Deckel der Schalen 
wurde mit je einem Rundfilter ausgelegt und ersterer mit 5, letzterer mit 
2ccm sterilem destillierten Wassers angefeuchtet. Die Versuche wurden 
teils bei Zimmertemperatur, teils im Thermostaten bei etwa 27° ausgeführt. 

Es muß betont werden, daß es nicht ratsam ist, viele Samen auf einmal 
zu sterilisieren. Je weniger man nimmt, desto sicherer ist der Erfolg, da 
das Desinfektionsmittel naturgemäß besser auf jeden einzelnen Samen 
einwirken kann. Von Triticum vulgare wurden beispielsweise maximal 
30 Stück auf einmal sterilisiert. Will man die Keimproben mit zahlreichem 
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Material durchführen, so setzt man sich einfach mit der gleichen Des- 
infektionsflüssigkeit Keimproben in größerem Umfang an, bei denen 
natürlich nicht steril gearbeitet werden kann. 


Welche Faktoren sind für das Gelingen der Sterisation maßgebend? 


IV. Prüfung des Wertes der verschiedenen Vorbehandlungsmethoden und 
ihr eventueller Ersatz durch andere Mittel. 


a) Ist die Vorbehandlung überhaupt notwendig ? 


Auf die Notwendigkeit einer, geeigneten Vorbehandlung vor der 
Desinfektion haben Klein und Kisser (l.c.) ausdrücklich aufmerksam 
gemacht. Auch unsere Ansicht geht im allgemeinen dahin, daß die 
Vorbehandlung sehr bedeutungsvoll ist, nur müssen wir die Einschrän- 
kung machen, daß sie nicht überall notwendig ist. Wie aus späteren 
Ausführungen zu ersehen ist, kann man dieselbe bei kleinen, runden, 
glatten Samen, wie z.B. bei Brassica, leicht entbehren. Gelegentlich 
ist sie auch bei größeren Samen, wie bei Pisum sativum unnötig. Man 
sieht also, daß die Oberflächenbeschaffenheit des Kornes hier eine große 
Rolle spielt, und man kann allgemein angeben, runde, glatte Samen 
werden die Vorbehandlung nicht unbedingt benötigen. Natürlich wird 
der ‘Grad der Infektion immer eine Rolle spielen und gelegentlich das 
Gelingen der Sterilisation überhaupt verhindern. 

Anders liegt die Sache bei rissigen, behaarten Samen. Diese er- 
wähnten Stellen sind der Lieblingsplatz der verschiedenen schädlichen 
Keime. Die Sterilisationsflüssigkeit benetzt nun gerade diese Stellen 
unzureichend und die Folge davon ist, daß das Korn an diesen Punkten 
unsteril bleibt. Von der Wahrheit dieser Angaben kann man sich leicht 
überzeugen, wenn man sieht, wie in den Bouillonröhrchen das Pilz- 
wachstum direkt von dem Korne ausgeht, z.B. von der Raphe beim 
Weizenkorn, und mit dieser dauernd in Verbindung bleibt. Aber auch 
bei diesem Material wird die Vorbehandlung gelegentlich überflüssig 
sein, und zwar dann, wenn diese Ritzen verhältnismäßig keimfrei sind. 
Das war z.B. bei einem Weizen (Sorte Criewener Winterweizen) der 
Fall, der bis zur Ausführung der Versuche in den Ähren stand und erst 
vor Gebrauch ausgelöst wurde. Solche Körner, die in den Spelzen 
wohl verwahrt sind, werden naturgemäß weniger infiziert sein als 
andere, die dieses Schutzes entbehren. 

Allerdings ist die Vorbehandlung so völlig unschädlich, daß man 
sie, wenn man sicher gehen will, immer anwenden kann. 

Überflüssig wird die Vorbehandlung auch dann sein, wenn das 
Desinfiziens eine große chemotherapeutische Kraft hat, oder wenn es, 
was noch wichtiger ist, gut benetzt. Von diesem Gesichtspunkt aus- 
gehend, versuchten wir im späteren Verlauf durch Zusatz gewisser 
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Stoffe die Benetzungsfähigkeit unserer Desinfektionsflüssigkeiten zu 
bessern. In der einschlägigen Literatur wird auch häufig der Wert 
der Vorbehandlung betont, gelegentlich fehlt aber auch jede Angabe 
darüber. So berichtet Wilson (l. c.) gar nichts von einer Vorbehandlung, 
so daß wir annehmen müssen, daß er ohne Vorbehandlung 100proz. 
Sterilität erzielte. P.@Grünfeld kam bei seinen Desinfektionsversuchen 
mit Silbernitrat auch ohne Vorbehanldung aus. Da er sich aber die 
Körner (Weizen und Mais) erst vor der Untersuchung aus den Ähren 
bzw. Kolben auslöste, ist anzunehmen, daß das Material, das sehr 
sorgfältig aufbewahrt war, gerade an den gefährlichen Stellen (die 
Raphe bei Weizen, Abbruchstelle der Frucht bei Mais) verhältnis- 
mäßig keimfrei war. Schröder empfiehlt, vor der Desinfektion mit 
Silbernitrat eine mechanische Reinigung der Körner vorzunehmen. 


Die nächsten Zeilen sollen uns nun einiges über den Wert der 
Vorbehandlung bei Chlorkalk berichten. Wir werden sehen, daß häufig 
mit Vorbehandlung gearbeitet werden mußte und durch diese Hilfs- 
mittel erst die 100 proz. Sterilität erzielt wurde. 


b) Die Durchführung der Vorbehandlung. 


Zunächst muß näher erläutert werden, worin diese erwähnte 
Vorbehandlung besteht. Das beste ist ein 2 bis 3 Minuten dauerndes 
kräftiges Durchschütteln der Samen in starkem Alkohol und dann in 
Seifenlösung. Diese Behandlung nimmt man am besten in einem Kolben 
vor, den man mit einem Stückchen Organtin überbindet. Vor der 
Desinfektion wird noch mit Wasser nachgewaschen. Äther leistet 
ähnliche Dienste wie Alkohol. Der Zweck dieser Vorbehandlung liegt 
in einer Entfettung des Samenkorns und einer Entfernung der an- 
haftenden Luft. Tatsache ist, daß bei einem so vorbehandelten Korn 
die Desinfektionsflüssigkeit besser angreift und die unzähligen Luft- 
bläschen, die sich sonst an den Körnern niederschlagen, verschwunden 
sind. Ein Durchschütteln der Samen in einer Seifenaufschwemmung 
allein ist auch gut. Am besten ist es aber, erst in der Seifenaufschwem- 
mung und dann in Alkohol durchzuschütteln. 


Denkbar wäre es auch, daß ein Absaugen der Luft von den Körnem 
mittels der Wasserstrahlpumpe nützlich ist. 

Die nachstehende Tabelle gibt über die Bedeutung der Vorbehandlung 
bei Triticum vulgare, Sorte: Postelberger Wechselweizen, den wir der Liebens- 
würdigkeit der Station für Pflanzenzüchtung der Landwirtschaftlichen 
Hochschulabteilung Tetschen-Liebwerd dankten, Auskunft. 

Diesen Weizen erhielten wir bereits in gedroschenem Zustande zu- 
gesandt. 

Dieser Versuch zeigt, daß unter den gegebenen Bedingungen eine 
Vorbehandlung sehr zweckmäßig ist. Am besten bewährte sich dabei das 
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2 Minuten dauernde Durchschütteln der Weizenkörner in 96proz. Alkohol. 
Die Vorbehandlung mit Seifenemulsion ist nicht verläßlich, desgleichen 
hat sich das Absaugen der Luft mittels der Wasserstrahlpumpe als un- 
zweckmäßig erwiesen. Schon während des Absaugens konnte man sehen, 
daß die Luftbläschen an dem Korne hängen bleiben. 


Desinfiziens: Chlorkalklösung, mit etwa 0,1 Proz. titrierbarem Chlor. 


Einwirkungs- Zahl d. Kontroll» Nach 
dauer des Art der Vorbehandlung toben im Tagen steril unsteril 
Desinfiziens ermostaten ag 


0 
1/2 Stunde | 2 Minuten Alkohol 
Wasserstrahlpumpe 


0 
1 Stunde | 2 Minuten Alkohol 
Wasserstrahlpumpe 

0 


2 Stunden, 2 Minuten Alkohol 
Wasserstrahlpumpe 


0 
3 Stunden! 2 Minuten Alkohol 
Wasserstrahlpumpe 

0 


2 Minuten Alkohol 
i Stimden RL ya 


2 Minuten Alkohol 
Seifenaufschwemm. 


DD MIN Cp cn CH 
oe W W D A el sl sl sl sl sl sl sl sl si sl si sl sl 
RW WA MI bb WC 
era I DOW NNA VNO 





14 Stunden 


n 


Von einer genauen Mitteilung der Daten bei den Keimversuchen kann 
Abstand genommen werden, da sich die desinfizierten und die unbehandelten 
Samen annāhernd gleich verhielten. Die Samen wurden vor dem Auslegen 
in die Petrischalen nicht mit Wasser gespült. 


c) Versuch eines Ersatzes der Vorbehandlung. 


Interesseshalber hielten wir auch Umschau, ob sich die Vor- 
behandlung mittels Alkohol nicht umgehen ließe, etwa durch Zusatz 
irgend eines unschädlichen Stoffes zur Desinfektionsflüssigkeit, der 
eine bessere Benetzung des Korns sichert, oder durch Erhöhung der 
Temperatur während der Einwirkungszeit. 


a) Der Einfluß höherer Temperatur während der Einwirkung 
des Desinfiziens. 


P.@Grünfeld (1. c.) hatte bereits beobachtet, daß man bei höherer Tem- 
peratur (etwa 30° und AgNO,) die Einwirkungszeiten, die zur Erzielung 
verläßlicher Sterilität nötig sind, abkürzen kann. Einen ähnlichen Einfluß 
konnten wir auch bei Chlorkalk feststellen. 
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Die Versuchsanordnung ist in diesem Falle auch sehr einfach. Die 
Kölbchen werden während der vierstündigen Einwirkungszeit des Des- 
infiziens in den Thermostaten bei einer Temperatur von 30° gestellt. 


Versuch 1. Triticum v. Postelberger Wechselweizen. Zahl der Kontroll- 
proben 6, davon waren nach 8 Tagen 5 steril, 1 unsteril. Die Keimung 
der Körner verlief nach dieser Behandlung normal. 


Versuch 2. Zahl der Kontrollproben 6, davon waren nach 7 Tagen 
5 steril, 1 unsteril. Die Keimung der Körner verlief wieder normal. 


ß) Zusatz von Seifenpulver zur Desinfektionsflüssigkeit. 


Auch ein kleiner Zusatz von Seifenpulver zu der Desinfektionsflüssigkeit 
erleichterte die Benetzbarkeit des Kornes. 


Versuch 1. Triticum vul. Postelberger Wechselueizen Ernte 1924. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens 4 Stunden. Zahl der Kontrollproben 6, 
davon waren nach 7 Tagen 5 steril, 1 unsteril. 


Versuch 2. Nol&-Dregers Sommerbartweizen. Ernte 1925, den wir der 
Güte von Herrn Professor Dr. Gross, Vorstand der Lehrkanzel für Pflanzen- 
bau Tetschen-Liebwerd dankten. 

Hier erzielten wir viel ungünstigere Ergebnisse, erstens wurde die 
Keimgeschwindigkeit der Körner durch den Seifenzusatz erheblich ver- 
langsamt und nur ein Drittel der Kontrollproben im Thermostaten blieb 
steril. 

In Versuch 1 und 2 wurde je eine Skalpellspitze Seifenpulver gereicht. 


Versuch 3. Postelberger Wechselweizen. Ernte 1924. Dieser Versuch 
hatte den Zweck, sich einigermaßen über die Dosierung der Seifenpulver- 
gaben zu orientieren. 0,2 g Seifenpulver auf 60 ccm Desinfektionsflüssigkeit 
gewährte ohne Schädigung der Körner 100proz. Sterilität; 0,1 g war zu 
wenig. Unsere Erfahrungen lassen jedenfalls den Schluß zu, daß durch 
Zusatz bestimmter Mengen von Seifenpulver die Alkoholvorbehandlung 
einigermaßen ersetzt werden kann. Nur muß man sehr vorsichtig mit der 
Dosierung der Seifenmenge sein, zu große Mengen bedingen eine recht 
erhebliche Keimverzögerung, wie uns hier nicht weiter mitgeteilte Versuche 
an Postelberger Weizen zeigten. Bei Lösungen mit einem großen Chlorgehalt 
sind die Schädigungen bedeutender, als bei chlorärmeren Lösungen. Ferner 
wird man die Sorte berücksichtigen müssen, denn auch in diesem Punkte 
verhalten sich die einzelnen Weizensorten ungleich. 

Genaue Rezepte kann man für die Dosierung des Seifenpulverzusatzes 
ebensowenig geben, wie für das ganze Problem der Samensterilisation. 


y) Zusatz von Neckal. 


Hier wurde nur ein kleiner orientierender Versuch mit Nol&-Dregers 
Sommerbartweizen unternommen. 

Zu etwa 60 ccm Chlorkalklösung wurden 0,25g Neckal (ein Stoff, der 
durch sein glänzendes Benetzungsvermögen ausgezeichnet ist und der 
mir durch einen bekannten Chemiker in liebenswürdiger Weise zur Ver- 
fügung gestellt wurde) zugesetzt. 

Von sechs Kontrollproben waren nach 8 Tagen fünf steril, eine unsteril. 

Die Keimung wurde in keiner Weise gehemmt, eher war eine leichte 
Begünstigung zu beobachten Neckal allein vermag nicht zu desinfizieren, 
wie uns ein kleiner Versuch zeigte, ebenso genügte die Sterilisation mit 
Chlorkalk ohne Vorbehandlung auch nicht. 
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Aus den mitgeteilten Untersuchungen ist zu ersehen, daß man die 
Alkoholvorbehandlung einigermaßen ersetzen kann, ganz denselben 
günstigen Erfolg konnten wir allerdings nicht erzielen. Der Chlorgehalt der 
angewendeten Chlorkalklösungen betrug bei den Versuchen von a bis y 
etwa 0,09 bis 0,1 Proz. titrierbares Chlor. l 

Zu diesen Versuchen wurden zwei Weizensorten (Postelberger und 
Nolc-Dregers) herangezogen, bei denen von vornherein eine Vorbehandlung 
nötig war, da es ohne Vorbehandlung unmöglich war, 100proz. Sterilität 
zu erzielen. Ist der Grad der Infektion aber zu groß, so wird auch diese 
Vorbehandlung nicht mehr zum Ziele führen. 


Der nächste Abschnitt bringt uns eine chronologische Übersicht 
aller Samen, bei denen der Versuch unternommen wurde, sie mit Chlor- 
kalk zu desinfizieren, mit genauer Angabe, wo Vorbehandlung nötig 
war und wo sie sich als überflüssig erwies. 


V. Systematische Zusammenstellung aller geprüfter Samen unter Berück- 
sichtigung der Bedeutung der Vorbehandlung für das Erzielen 100proz. 
Sterilität. 


Desinfiziens: Chlorkalk. 





' Einwirkungs- Ergebnis 


Familie | Art 








Vorbehandlung dauer des roz. 
Desinfiziens Sterilität 
Cruciferen Brassica napus keine 30 Minuten 100 
- Sinapis alba j 30 ei 100 
Gruinales Linum ussit. e 45 5 100 
Papaveraceen Papaver Seife, Alkohol | 30 = 100 
(Blaumohn) 
Polygonaceen Fagopyrum ` S 40 N 80—100 
Chenopodiaceen Beta vulg. e S 24 Stunden 0 
Leguminosen Pisum sat. keine 30 Minuten 100 
(Viktoriaerbse) 
Lupinus albus |Alkohol,Seife| 4 Stunden 66 
Phaseolus $ S 40 Minuten 100 
Vicia faba A 2 4 Stunden 0 
Vicia vill. 8 S 4 H 60—100 
Gramineen Triticum vulg. 
Criewener W. W. keine 4 G 100 
Postelberger 
Wechselweizen |Seife,Alkohol| 4 = 100 
General v. Stocken „ = 4 100 
Nol& Dreger S Wi „ 3 4 90—100 
Secale cer. 
Alter Loosdorfer keine 4 8 100 
um 
Schwarzenberg G. Alkohol,Seife!' 4 = 0 
Hannagerste a S 4 3 0 
Avena sativa 
Duppauer H. A e 4 5 0 
ea Mais a A 4 = 66 
Cucurbitaceen Cucurbita 24 P 80 


(Zierkürbis) 
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Keine Sterilität ‚0‘ bedeutet, daß ohne weitgehende Schädigung es 
unmöglich war, Sterilität zu erzielen. Bei den Samen, wo Vorbehandlung 
angegeben ist, kamen wir ohne dieselbe nicht zum Ziele. 


VI. Bedeutung der Gewinnung, Herkunft und Lagerung des Samenmaterials 
für den Grad der Infektion des Kornes,. 


a) Wichtigkeit der Benutzung von unausgelösten Samen, d. h. von Früchten 
oder bei Weizen von von den Spelzen umschlossenen Körnern, die erst zu dem 
Versuche ausgelöst werden. 


Der Grad und die Art der Infektion, die durch die Provenienz und 
Aufbewahrung des Samens bedingt sind, spielt bei der Samensterilisation 
eine nicht zu unterschätzende Rolle. 


Die ersten Versuche an Triticum vulgare wurden mit einem 
Material durchgeführt, das bis zur Versuchsanstellung in den Ähren 
stand und erst nach Bedarf ausgelöst wurde (Criewener Winterweizen, 
Ernte 1923, von dem Versuchsfeld der Versuchsanstalt für Pflanzen- 
züchtung Tetschen-Liebwerd). Die nachstehende Tabelle zeigt, daß 
bei diesem Material leicht und ohne alle Vorbehandlung Sterilität 
erzielt wurde (100 Proz.), natürlich nur bei Anwendung entsprechender 
Einwirkungszeiten. Im Zusammenhang damit muß an die Versuche 
mit dem Postelberger Wechselweizen, Ernte 1924, den wir bereits in 
ausgedroschenem Zustande von der Versuchsanstalt für Pflanzenzüchtung 
Tetschen-Liebwerd bekamen und der sich bereits mehrere Wochen in 
diesem Zustande in unserem Institut befand, erinnert werden. Die 
Ergebnisse der Sterilisation ohne Vorbehandlung waren hier recht un- 
sicher. Die Infektionging deutlich sichtbar von dem Korne aus, und erst 
eine energische Vorbehandlung führte zum Erfolg. Dasselbe gilt für 
Noa: Dregers Sommerbartweizen, Ernte 1925, den wir auch in gedroschenem 
Zustande bekamen (Versuchsfeld der Lehrkanzel für Pflanzenbau 
Tetschen-Liebwerd). Ohne Vorbehandlung wurde nur bei einem Drittel 
der Kontrollproben Sterilität erzielt. Durch geeignete Vorbehandlung 
wurden 90 bis 100 Proz. Sterilität erreicht. General von Stocken, den wir 
in freundlichster Weise von der Saatzuchtstation Dótenitz in Böhmen, 
desgleichen in ausgedroschenem Zustande erhielten, konnte auch nicht 
ohne Vorbehandlung erfolgreich sterilisiert werden. Es ist auffallend, 
daß gerade die eine Weizensorte, die bis zur Versuchsanstellung die 
Körner in den Spelzen verhüllt hatte, so leicht ohne Vorbehandlung 
zu sterilisieren war. Man geht jedenfalls nicht fehl, wenn man den 
Grund darin sucht, daß innerhalb der schützenden Spelzen das Korn 
kaum einer Infektion ausgesetzt war, und daß dann gerade die Stellen, 
die von dem Desinfiziens schwer benetzt werden, wie die Raphe, Hilum 
und der Gegenpol dazu, keimfrei bleiben. 
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Auszug aus dem Versuchsprotokoll. 


Desinfiziens: Chlorkalk, mit einem titrierbaren Chlorgehalt von 0,08 Proz. 

Triticum vulgare, Sorte: Criewener Wintierweizen. Ernte 1923. Ohne Vor- 

behandlung. Der Versuch ist mit der Tabelle auf S. 185 zu vergleichen. 
Je Kontrollprobe vier Korn. 


RClelerde Zahl der Kontroll- Ea W Op 
uer des pronen im a a steri unste 
Desinfiziens ermostaten E? 











l Stunde 6 7 3 3 
I, 6 5 4 2 
6 5 4 2 

] Stunde 20 Min. 6 8 5 1 
2 Stunden 6 8 5 1 
2 2 6 5 6 0 
2—3 Stunden 6 8 6 0 
2—3 R 6 6 6 0 
2—3 R 10 (nur 1 Korn je Probe) 6 10 0 
di Stunden 6 6 6 0 
214. z 9 9 9 0 
a, , 1o} (nur 1 Korn) 6 9 l 
211. i 10 6 9 l 
4 Stunden 6 6 6 0 


Diese Versuche wurden mit dem eingangs erwähnten Apparat 
ausgeführt, und die Samen wurden nach der Einwirkungszeit nach- 
gewaschen. | 

Die Körner wurden durch die Desinfektion niemals geschädigt 
weder in Keimprozenten, noch in Keimgeschwindigkeit. 

Zur Kontrolle setzten wir kurz vor Abschluß der Arbeit noch einen 
Versuch an, dessen Ergebnis abermals mit der Tabelle auf S. 185 zu ver- 
gleichen ist. 

Criewener Weizen (in den Ähren stehendes Material): Einwirkungs- 
dauer der Desinfiziens 4 Stunden. Zahl der Kontrollproben sechs, nach 
8 Tagen sind alle sechs steril. Ohne Vorbehandlung. 

Im Zusammenhang mit diesen Beobachtungen muß auf die An- 
gaben Arcichovskijs!) eingegangen werden. Seiner Ansicht nach ist die 
Desinfektion der Samen nicht sicher genug, und die etwaige Giftwirkung 
erscheint ihm bedenklich. Er tritt daher für die aseptische Gewinnung 
der Samen ein, indem er die Früchte sterilisiert und unter sterilen 
Bedingungen die Samen entnimmt und sie in Buoillon überführt. 
Fast alle so gewonnenen Samen waren steril, ein Beweis dafür, daß 
innerhalb der Fruchtschale das Korn noch sterilist. Bei den Gramineen, 
wo eine Verwachsung der Frucht- und Samenschale vorliegt, kann 
man die Samen nicht aus der Frucht nehmen. Löste er aber beispiels- 





1) V. Arcichovskij, Centralbl.f. Bakt., II. Abt., 86, 421, 1913. 
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weise die Maiskörner frisch aus den Kolben, so blieben die meisten 
Körner auch steril. Etwas Ähnliches liegt nun vor, wenn ich die Körner 
des Weizens aus den recht fest anschließenden Deckspelzen herauslöse. 
Das Korn innerhalb der Spelzen wird vielleicht nicht vollkommen 
keimfrei sein, aber jedenfalls wird die Infektion hier viel geringer sein 
als bei Körnern, die erst in einer Scheuer durch die Dreschmaschine 
gingen und dann auf einem Schüttboden verwahrt wurden. Vor allen 
Dingen werden bei den Körnern, die erst zu den Zwecke der Sterilisation 
aus der schützenden Hülle gelöst werden, die Risse und Rillen und 
vor allem beim Weizen die Abbruchstelle und die Raphe, die den ärgsten 
Infektionsherd darstellt, keimfrei sein. Gerade diese Teile werden 
von der Desinfektionsflüssigkeit schlecht benetzt, hier setzen sich 
deutlich sichtbar die Luftbläschen an, die durch die Alkoholvorbehand- 
lung entfernt werden müssen. Sind diese Teile nicht infiziert, so kommt 
es natürlich nicht darauf an, ob sie besser oder schlechter benetzt 
werden, und wir können uns die Vorbehandlung als überflüssig ersparen. 


b) Bedeutung der Provenienz und der Aujbewahrungsart ausgelöster Körner 
für das Gelingen bzw. Nichtgelingen der Sterilisation. 


Von der Familie der Leguminosen wurde Material verschiedener 
Herkunft untersucht, und daher dürfte es wahrscheinlich kommen, 
daß bei manchen Vertretern die Sterilität leicht glückte, während sie 
bei anderen beinahe unmöglich war. 


Pisum sativum. Hier stand sehr schönes, von der Versuchsanstalt 
für Pflanzenzüchtung Tetschen-Liebwerd in dankenswerter Weise über- 
lassenes Material zur Verfü ; 

Ohne Vorbehandlung glückte hier bei !/,stündiger Einwirkungszeit 
mühelos die Sterilisation. Einerseits wird bei Pisum sicher durch dieglatte 
Oberfläche, die frei von Rissen und Rillen ist, das Arbeiten erleichtert, 
andererseits ist anzunehmen, daß das direkt von der Zuchtstation bezogene 
ausgewählt schöne Material keimärmer war, als gekauftes. 

Sorte. Viktoriaerbse. Einwirkungsdauer des Desinfiziens 4, Stunde. 
Dauer der Kontrollprobenprüfung 10 Tage. Zahl der Kontrollen sechs, 
davon bei Beendigung der Prüfung alle steril. 


Keimprobe: Warmhaus. Zahl der Samen: 14 Stück. 


Zahl der Keimungen 
Wasser Chlorkalk 


2. Tag 0 1 
3. „ l 8 
4. „ 8 3 


Phaseolus. Sorte: Kleine weiße Eierbohne. Gekauftes Material. Ein- 
wirkungsdauer stets 40 Minuten. Nr. 1 bis 3 wurden ohne Vorbehandlung 
der Desinfektion unterworfen. Nr. 4 wurde mit Seifenemulsion und Alkohol 
vorbehandelt. 
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Zahl ser Kontroll» 
oben im Nach Tagen steril unsteril 
ermostaten 





Dazugehörige Keimproben im Thermostaten bei 27° je Schale 25 Stück. 


Zahl der Keimungen. 















| 
Kontrolle | 
\ 
| 


ı 1 l 


14 | i7 |18 |17 1713% 12 | 7 |10| 7 |21|15=71 


Soll bei Phaseolus Sterilität erzielt werden, so ist unbedingt eine Keim- 
schädigung in Kauf zu nehmen. 

Dieser breit angelegte Versuch ist natürlich nur eine Keimprobe, wo 
sterile Bedingungen nicht notwendig waren. Solche Versuchsreihen sind 
gelegentlich unerläßlich, wenn man einen genauen Überblick über den 
Keimverlauf bekommen will. 

Zum Vergleich noch eine Keimprobe unter sterilen Bedingungen. 


Zahl der Keimungen. 


Datum m Chlorkalk | Stück je Probe 


2 Teg ; d 
3.. "A e a 


Die Bohnen mußten zur Keimung in den Thermostaten gegeben werden, 
da sie bei normaler Temperatur nicht auskeimten. Im allgemeinen sind 
sonst die Keimproben im Thermostaten nicht zu empfehlen, erstens weil die 
Verhältnisse bei dieser hohen Temperatur sehr unnatürlich sind, und zweitens 
werden mit der Zeit die Samen so aufgeweicht, daß sie zugrunde gehen, 
waß recht unangenehm ist, wenn man die Keimprobe über eine längere 
Zeit ausdehnen will. 

Bei Vicia Faba gelang es überhaupt nicht, Sterilität zu erzielen. 
Weder Erhöhung der Einwirkungszeit, noch Steigerung des C-Gehalts 
(andere Präparate), noch Anwendung stärkerer Desinfektionsmittel führte 
zum Ziel. Vorbehandlung konnte auch nicht helfen. Es ist beinahe 
anzunehmen, daß auf diesen Samen, es war sehr altes, jahrelang in aus- 
gelöstem Zustande aufbewahrtes Material, besonders hartnäckige Keime 
waren, die dem Einfluß der Desinfektion widerstanden. 

Lupinus albus. Hier konnten wir trotz Vornahme einer gründlichen 
Vorbehandlung bei vierstündiger Einwirkungszeit (titrierbarer Chlorgehalt: 
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0,1 Proz.) nur in zwei Drittel der Fälle Sterilität erzielen. Die Keimproben 
zeigten bei Wasser und Chlorkalk das gleiche Bild. 


Vicia sativa war verhältnismäßig leicht: zu sterilisieren. Vorbehandlung 
war hier vorteilhaft. 


Versuch 1. Einwirkungsdauer des Desinfiziens 4 Stunden; von den 
sechs angesetzten Kontrollproben im Thermostaten waren nach 9 Tagen 
fünf steril, eine unsteril. 


Versuch 2. Genau wie Versuch 1, nur daß hier alle sechs Kontroll- 
proben steril blieben. 
Die dazugehörigen Keimproben zeigten nachstehendes Bild. 


Zahl der Samen: 40. Zimmertemperatur. 





Zahl der gekeimten Samen 


Wasser | Chlorkalk 











3. Tag E NEE EN a | 25 - 27 

Me er er led Bene | 5 7 

de el E e ee 5 6 
Summe der Keimungen 35 34 

Durchschn. Keimgeschwindigkeit . || 3,714 | 3,205 in Tagen 

Wertungszehl . . . ... 2 2.2.0. |o 1 145 





Die einzelnen Vertreter der Familie der Leguminosen zeigen ein 
verschiedenes Verhalten. Teils glückte die Sterilisation mühelos, bei 
anderen war es unter den gegebenen Bedingungen ganz ausgeschlossen, 
eine erfolgreiche Desinfektion zu erzielen. Jedenfalls ist es sehr un- 
wahrscheinlich, daß sich die einzelnen Vertreter der Leguminosen an 
und für sich so unterschiedlich verhalten, viel wahrscheinlicher ist es, 
daß die angeführten Vertreter während ihrer Ernte und vor allen 
Aufbewahrung verschiedenen Infektionsquellen ausgesetzt waren. So 
wurde durch An- bzw. Abwesenheit bestimmter Keime die Desinfektion 
erleichtert oder erschwert, unter Umständen sogar unmöglich gemacht. 


Von dem verschiedenen Saatmaterial wurde nur Weizen auf einer 
breiteren Basis besprochen. Das geschah einerseits wegen der praktischen 
Bedeutung, die einer erfolgreichen Desinfektion dieses Getreides zu- 
kommt, andererseits ist das Weizenkorn infolge seiner Oberflächen- 
beschaffenheit an und für sich schwer erfolgreich zu desinfizieren. 
Es ist anzunehmen, daß ein gründliches Studium über die Faktoren, 
die am Weizenkorn für das Gelingen der Sterilisation maßgebend sind, 
gerade weil es sich um ein schwer zu desinfizierendes Objekt handelt, 
die Grundlage für andere Untersuchungen bilden kann. Ferner muß 
man sich bei dem grundlegenden Studium derartiger Probleme meist 
zunächst auf das gründliche Durcharbeiten eines Objekts beschränken. 


Wenn wir die in Abschnitt IV, V und VI gesammelten Erfahrungen 
zusammenfassen wollen, so sehen wir, daß die erfolgreiche Samen- 
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desinfektion immer noch eine unsichere Sache ist. Vor allem wird sie 
durch eine Reihe von Faktoren beherrscht, die wir nicht meistern 
können. Darin liegt auch der Grund, daß wir für die Samendesinfektion, 
die die Abtötung sämtlicher Keime anstrebt, kein unbedingt bindendes 
Rezept geben können. Das eine Mal wird beispielsweise die Sterilisation 
an einer Samenart spielend glücken, weil gerade sehr keimarmes Material 
vorliegt, das nächste Mal kann bei Verwendung von Samenmaterial 
anderer Herkunft die Sterilisation unmöglich sein. Daher wird es 
immer noch nötig sein, vor Beginn von derartigen Desinfektions- 
versuchen an Samen sich erst selbst für die gegebenen Bedingungen 
das geeignete Rezept zu suchen. 

Am allerbesten und am meisten zu empfehlen ist jedenfalls die 
möglichst saubere Gewinnung der Samen, wie sie auch von Arcichovsksj 
(l. c.) empfohlen wird. Die Mühe ist ja nicht so groß, sich zu geeigneter 
Zeit selbst die noch in den Früchten enthaltenen Samen zu sammeln, sie 
dann in diesem Zustande und tunlichst ohne Verunreinigung aufzuheben. 
Die sterile Entnahme der Körner ist auch nicht schwierig, und zur 
Sicherheit kann man dann die Samen noch einer Desinfektion unter- 
werfen. Welches Mittel man dann wählt, bleibt jedem einzelnen über- 
lassen. Auf dem jetzt skizzierten Wege wird man jedenfalls zu einem 
sicheren Ergebnis kommen. 


VII. Vornahme einer stärkeren, absichtlichen Infektion der Weizenkörner. 


Die verschiedenen Erfahrungen, die wir während der Versuche 
gewannen, ließen es angezeigt erscheinen, einmal eine absichtliche 
stärkere Infektion der zu prüfenden Samen vorzunehmen. 

Die Weizenkörner (Postelberger Wechselweizen 1924) wurden mit 
Gartenerde vermengt, gut durchgeschüttelt, um ein möglichst starkes 
Anbhaften der Erdteilchen zu erzielen, und dann der Einwirkung der Des- 
infektionsflüssigkeit ausgesetzt. Zum Vergleich mit Chlorkalk werden schon 
hier einige kleine Versuche mit Uspulun und Kaliumhypochlorit angeführt. 


Versuch 1. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens 14 Stunden. 


Desinfizienz: a) Titrierbarer C'hlorgehalt 0,1 Proz. Chlorkalk. b) Uspulun 
0,5 Proz. Dauer der Kontrollprüfung 7 Tage. 

















Desinfiziens |x eirab E) Steril | Unsteril 
Chlorkalk (Vorbehandlung) d S 5 í un 
Uspulun (keine Vorbehandl.) | S ö " u Der 


Keimproben zeigen durchweg das gleiche Bild. 


192 A. Niethammer: 


Versuch 2. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens 14 Stunden. 


Desinfiziens: a) Chlorkalk mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlor. b) Kalium- 
hypochlorit 0,2 Proz. titrierbarem Chlor. Dauer der Kontrollprüfung 8 Toge. 








Desnliziens Ko eoloraben Ä Steril | Unsteril 
Chlorkalk (Vorbehandlung) | S s ne Erdzusatz 
Kaliumhypochlorit ... . . | 6 6 0 mit , 





Dazugehöriger Keimversuch. Zahl der Samen 50. Zimmertemperatur. 


l Zahl der Keimungen 


` Wasser | Chlorkalk | Kaliumhypochlorit 











EENEG wm nu, 0 

A y Be E 38 | 39 |! 13 

fe ee ee 2 4 | 16 

O a AEn EECHER 0 5 8 

GE EE E 0 2 3 

Boa a A EE 0 | 0 | 2 
Summe der Keimungen 50 50 42 

Durchschnittl. Keimgeschwindigkeit 3,840 4,400 5,161 in Tagen 

Wertungszahl . . . . .. 2.2... 00 96 64 





Die lange Einwirkungszeit des Desinfiziens bedingt eine erhebliche 
Verzögerung der Keimgeschwindigkeit. Die Keimprozente werden teils 
gar nicht, teils unerheblich beeinflußt. Es ist zuzugeben, daß 50 Samen 
vielleicht wenig sind für derartige Berechnungen. Da wir aber auch die 
Keimproben unter sterilen Bedingungen ausführen wollten, war es nicht 
ratsam, eine größere Zahl von Samen zu nehmen. Das hier Gesagte gilt 
natürlich auch bei den anderen Berechnungen. 

Es wurden noch mehr derartige Versuche angestellt, die aber alle 
das gleiche Bild zeigten und deshalb nicht einzeln wiedergegeben werden 
sollen. 

Durch Zusatz von Erde, also durch künstliche Infektion, kann die 
Erzielung der Sterilität sehr beeinträchtigt werden. Ist das Des- 
infektionsmittel sehr energisch, dann können die Keime unter Um- 
ständen auch dann noch abgetötet werden, wie dies der Versuch mit 
Kaliumhypochlorit demonstriert. Allerdings ist durch den hohen Chlor- 
gehalt in diesem Falle eine Schädigung der Samen unvermeidlich. 
Chlorkalk wirkt unter diesen Bedingungen bei Postelberger Wechsel- 
weizen unsicher, desgleichen ist Uspulun hier nicht unbedingt verläßlich. 

Bei den hier mitgeteilten Versuchen kam es uns vor allem darauf 
an, zu zeigen, daß bei einem bestimmten Grade von Infektion ein sonst 
ganz gut brauchbares Desinfektionsmittel unzuverläßlich wird. Das, 
was wir für Chlorkalk und Uspulun gefunden haben, wird aller Wahr- 
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scheinlichkeit nach auch für andere Desinfizienzien Geltung haben, da 
speziell Uspulun bei den übrigen Versuchen recht gut und sicher wirkte. 


VIII. Physikalische Eigenschaften des Kornes erleichtern oder erschweren 
das Gelingen der Desinfektion. 
a) Das spezifische Gewicht. 

Zunächst wollen wir das spezifische Gewicht der Samen berück- 
sichtigen. Spezifisch leichte Samen schwimmen oben auf der Des- 
infektionsflüssigkeit. Auf diese Weise kann das Desinfiziens nicht gut 
angreifen. Die einwandfreie Sterilisation solcher Samen wird schwer 
glücken, ein beständiges Durchschütteln während der Einwirkungszeit 
kann vielleicht Hilfe bringen. Günstiger konnte der Fall liegen, wenn 
aus der Desinfektionsflüssigkeit gewisse Stoffe entweichen, die dann 
in Gasform wirken können. Bei der Verwendung von Chlorkalk ge- 
nügten jedoch die kleinen Chlormengen, die während der Einwirkungs- 
zeit. in Gasform übergehen, zur Sterilisation nicht. 

Bei Beta vulgaris konnte nicht einmal eine 24stündige Einwirkungszeit 
Sterilität herbeiführen. Sämtliche angesetzten Proben waren durchweg 
unsteril. Keimprozente und Keimgeschwindigkeit werden durch diese 
lange Einwirkungszeit nur günstig beeinflußt. Avena sativa (Duppauer 
Hafer, den wir der Freundlichkeit der Versuchsanstalt für Pflanzenzüchtung 
in Tetschen-Liebwerd dankten) mit Spelzen blieb nach vierstündiger 
Einwirkungszeit durchweg unsteril, und da schon bei dieser verhältnis- 
mäßig kurzen Einwirkungszeit die Keimenergie erheblich litt, wurde von 
weiteren Versuchen Abstand genommen. Das Saatgut dieser beiden Pflanzen 
schwimmt infolge seines geringen spezifischen Gewichts auf der Oberfläche 
der Beizflüssigkeit und wird daher nicht von allen Seiten benetzt. Die 
Oberflächenbeschaffenheit der Rübenknäuel und der Spelzen des Hafers 
erschwerten jedenfalls die Benutzung noch mehr. 

Bei Cucurbita, Spielart ‚‚Zierkürbis‘“‘, die ebenfalls durch spezifisch 


leichte Samen ausgezeichnet ist, brachte 24stündige Einwirkungezeit einen 
Teilerfolg. 


Desinfiziens: Chlorkalk mit 0,09 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. Ein- 
wirkungsdauer des Desinfiziens 24 Stunden. Vorbehandlung. Dauer der Kon- 
trollprüfung 8 Tage. Zahl der Kontrollproben sechs, steril fünf, unsteril 1 Tag. 
Die Keimgeschwindigkeit der Samen wird ein wenig gehemmt, die Prozente 
bleiben unbeeinflußt. Die Samen von Cucurbita haben eine glatte, rillen- 
und rißfreie Oberfläche, vielleicht erleichtert das unsere Aufgabe. 

Diese Angabe bei den Kürbissamen führt uns zu einem neuen 
wichtigen Abschnitt, nämlich der Bedeutung der Oberflächenbeschaffen- 
heit des Samens für das Gelingen der Sterilisation. 


b) Bedeutung der Oberflächenbeschaffenheit des Samens. 


Runde, glatte Samen sind sehr leicht zu sterilisieren. Einmal 
werden an diesen Samen schon an und für sich wenig Keime haften 
können, und dann kann an einer glatten rillen- und rissefreien Ober- 
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fläche das Desinfiziens viel leichter angreifen. Die Größe der Samen 
scheint auch eine Rolle zu spielen, denn die ausgesprochen kleinen 
Samen, wie Brassica napus, Linum ussitassimum, Papaver und Sinapis 
alba setzten der Sterilisation keine Schwierigkeiten entgegen. Diese 
kleinen Samen werden von der Desinfektionsflüssigkeit besser umspült 
und die Zahl der Keime ist, absolut genommen, jedenfalls auch kleiner 
als bei großen Samen. Ob die Größe der Samen bei Vicia faba für den 
gänzlichen Mißerfolg der Desinfektion (alle angesetzten Proben waren 
unsteril) verantwortlich gemacht werden kann, ist unwahrscheinlich, 
eher ist anzunehmen, daß die Infektion sehr stark war. 


Für das Studium der ‚sterilen Aufzucht der höheren Pflanze“ 
muß es unbedingt empfohlen werden, kleine und tunlichst glatte 
Samen zu verwenden, denn mit diesen kommt man verhältnismäßig 
rasch und sicher zum Ziele. Bei Brassica napus, deren Samen für der- 
artige Untersuchungen ganz besonders empfohlen werden können, 
erzielten wir schon durch eine viertelstündige Einwirkungszeit mühelos 
ohne Vorbehandlung Sterilität. Die Keimproben wurden nicht nach- 
gespült und waren trotzdem nicht geschädigt. 


Brassica napus. Desinfiziens: Chlorkalk mit 0,08 bis 0,09 Proz. 
titrierbarem Chlor. 


1. Alkoholvorbehandlung. Apparat. Keimproben nachgewaschen. 


























Einwirkungs- | Zahl der Kontrolls | 
dauer des proben im Nach Tagen steril unsteril 
Desinfiziens Thermostaten | 
a EE KG Š Biken a re S m 7; eege 
40 Minuten | . 6 a 6 0 
0, Ä 6 38 6 0 
30 o , 6 | 40 6 0 


Die Stabilitätsproben wurden mehrfach mit gleichem Erfolg wiederholt. 
Dazu gehörige Keimproben. 


Von einer genauen Wiedergabe aller Keimproben soll hier Abstand 
genommen werden. Die Keimung erfolgte nach der Behandlung mit Chlor- 
kalk und Wasser gleich gut. Es wurden in jede Petrischale stets 12 Stück 
ausgelegt, und die Proben wurden bei Zimmertemperatur gehalten. 





Einwirkungs I 7 Zahl der Keimungen 
uer l 
Desinfiziens | Wasser Chlorkalk 




















30 Minuten | 2. Tag | 4, 3 | 5, 2 
34.3 | 6, 2 3, 7 
4 „ 0,5 2, 1 





Ein Vollkeimung, d.h. 100proz. Keimung, wurde nirgends erreicht. 


2. Hier wurde die Alkoholbehandlung, die sich als überflüssig erwies, 
weggelassen und auch das Nachwaschen der Keimproben eingestellt. 
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ısune.| 6 I 8 Io 
is y à 6 6 6 
TE 6 6> | € 


Dazugehörige Keimproben. 




















ræ ep. 


Zahl der Samen 20. Zimmertemperatur. 

















Einwirkungs- | |i Zahl der Keimungen u 
dauer des 
iens Wasser Chlorkal 
l Stunde . | 2. Tag 14, 12. | 12, 10 
3., 2 3, 3° 
WE — 2. „ 14, 12 14, 12 
3 3 3 6, 4 
IM g E 12, 10 14, 16 
3, 3, 0 2 3 


Ein weiterer Samen, der sich mit Chlorkalk bequem sterilisieren läßt 
und der auch zur Ausführung physiologischer Versuche geeignet erscheint, 
ist Sinapis alba. 

Sinapis alba. Desinfiziens: Chlorkalk mit einem titrierbaren Chlorgehalt 
von 0,14 Proz. Chlor. Einwirkungsdauer des Desinfiziens % Stunden. 
Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 8 Tagen 
alle sechs steril. 


Dazugehörıge Keimprobe. 
Zahl der Samen 14. Zimmertemperatur. 


Einwirkungs» Zahl der Keimungen 
dauer des 
Desinfiziens | Wasser | Chlorkalk 
45 Minuten | 3. Tag 10 9 
4, 1 1 
5 1 l 


n 


Desgleichen leicht zu sterilisieren ist Linum ussitassimum. 

Linum ussitassimum. Desinfiziens : Chlorkalk mit 0,14 Proz. titrierbarem 
Chlor. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: !/, Stunde. Von den sechs 
Kontrollproben waren nach 14 Tagen alle sechs steril. 


Dezugehörige Keimproben. 


Einwirkungs-» | | Zahl der Keimungen ` 
dauer des 
Desinfiziens | Chlorkalk 
ı/, Stunde | 3. Tag 3 8 
4, 6 2 
a 2 1 


Auch Papaver ist mühelos zu desinfizieren. Sorte „‚Blaumohn“. 
13 * 
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Papaver. Desinfiziens: Chlorklak mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens: !/, Stunde. Von den sechs Kontroll- 
proben im Thermostaten waren nach 10 Tage alle sechs steril. 


Dazugehörige Keimproben. 
Zahl der Samen 50. Thermostat 27°. 





| Zehl der Keimungen 
Einwirkungsdauer des Desinfiziens | 





Wasser Chlorkalk 
lja Stunde 8 NEE AE 10 
n 
Durchschnittl. Keimgeschwindigkeit 5,222 RN 





Wertungszahl . `, ae’ 


Bei diesen zuletzt besprochenen vier Samen, Brassica napus, 
Sinapis alba, Linum ussitassimum und Papaver erzielten wir unter den 
gegebenen Bedingungen leicht Sterilität. Bei Brassica, Sinapis und 
Papaver erleichterte unbedingt die glatte Oberfläche und die runde 
Form und vielleicht nicht zuletzt die geringe Größe der Samen die 
Desinfektion. Linum ussitassimum hat keine so günstige Oberflächen- 
beschaffenheit wie die anderen drei Samen, aber im Vergleich zu 
Triticum kann sie immer noch als günstig angesprochen werden. 

Auch bei diesen Samen, wo unter den gegebenen Bedingungen die 
Desinfektion leicht glückte, wird die aseptische Gewinnung nicht 
unvorteilhaft sein, denn es kann immer möglich sein, daß die Körner 
einen stärkeren Infektionsgrad erreichen. Im Gegensatz zu anderen 
Samen wird man sie hier unter Umständen entbehren können. Handelt 
es sich um Versuche, die auf die verläßliche sterile Aufzucht der höheren 
Pflanze abzielen, so wird diese doppelte Vorsichtsmaßregel, erst die 
aseptische Gewinnung und dann noch die Desinfektion, völlig zuver- 
lässige Ergebnisse liefern. 

Nach diesen Samen, bei denen sehr leicht Sterilität erzielt wurde, 
müssen wieder Früchte besprochen werden, bei denen es aus mechanischen 
‘Gründen, vor allem wegen der Oberflächenbeschaffenheit, sehr schwer 
war, Sterilität zu erzielen. 

Bei Hordeum war es sowohl mit Chlorkalk wie auch mit Kaliumhypo- 
chlorit, bei dem größere Chlormengen gegeben werden können, ganz un- 
möglich, Sterilität zu erzielen. Weder geeignete Vorbehandlung, noch lange 
Einwirkungszeit brachte uns dem Ziele näher. Es wurden absichtlich zwei 
Sorten verschiedener Provenienz geprüft, Schwarzenberggerste und Hanna- 
gerste. Bei beiden Sorten zeigte sich aber dasselbe Bild, die Unmöglichkeit. 
Sterilität zu erzielen. Die rauhe Oberfläche des Gerstenkorns, die durch 


die schwer abzulösenden Spelzen gebildet wird, trägt wahrscheinlich den 
Hauptteil der Schuld für das Versagen der Sterilisation. Auf dieser rauhen 
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Oberfläche werden sich sicher leicht zahllose Keime niederschlagen, die 
dann schwer durch die Desinfektionsflüssigkeit alle vernichtet werden 
können. 

Der nahe Verwandte von Hordeum, Secale, war leicht und ohne Vor- 
behandlung zu sterilisieren. 

Secale. Sorte: Loosdorfer Roggen, den wir der Versuchsanstalt für 
Pfltanzenzüchtung in Tetechen verdanken. Einwirkungsdauer des Desinfiziens 
4 Stunden. Desinfiziens: Chlorkalk mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. 
Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 7 Tagen alle 
sechs steril. 

Dezugehörige Keimproben. 

Zahl der Samen 25. Zimmertemperatur. 











Dauer der Ein» | H | Zahl der Keimungen i l 
wirkung des | . 
Desinfiziens | Wasser | Chlorkalk vi 

4 Stunden | 3. Tag | Z2, 18 | 2, 18 

l 5 3, 2 


Für das verschiedenen Verhalten von Gerste und Roggen, die 
doch systematisch so nahe Verwandte sind, gibt es verschiedene Er- 
klärungsmöglichkeiten. Einmal kann man die verschiedene Herkunft 
dafür verantwortlich machen, durch die, wie wir schon wiederholt 
ausgeführt haben, die Infektion in Stärke und Ausmaß bedingt ist, 
dann kann die verschiedene Oberflächenbeschaffenheit des Korns 
auch hier von Bedeutung sein. 


Zea Mays. Nimmt eine Mittelstellung zwischen Roggen und Gerste ein. 
In 50 Proz. der Fälle konnte Sterilität erzielt werden. Mais ist infolge seiner 
Oberflächenbeschaffenheit entschieden schwer zu sterilisieren. Ähnliche 
Erfahrungen machten auch Esenbeck und Suessenguth!) bei ihren Ver- 
suchen mit Pferdezahnmais. Sie finden bei ihren Sterilisationsversuchen 
mit Bromwasser, daß die Quelle der Infektion meist bei der Abbruchstelle 
des Fruchtstieles liege und daß man auf die Reinigung dieser Stelle be- 
sonders Wert legen müsse. @Grünfeld (l. c.) kam bei der Sterilisation mit 
Silbernitrat zu einem vollen Erfolg, wahrscheinlich war derselbe dadurch 
bedingt, daß die Körner erst kurz vor dem Versuch aus den Kolben gelöst 
wurden und so sehr reines Material vorlag. 

Wir prüften von Mais zwei Proben verschiedener Herkunft, und es 
zeigte sich beidemal das gleiche Bild. Eine vierstündige Einwirkungszeit 
gewährleistete nur in 50 Proz. der Fälle Sterilität, wobei die Keimfähigkeit 
schon erheblich geschädigt wurde. 

Bei Fagopyrum war die Sterilisation mit Chlorkalk unverläßlich. Ent- 
weder war der Infektionsgrad hier sehr stark oder hat die kantige Oberfläche, 
die die Benetzbarkeit des Kornes erschwert, das sichere Gelingen der Sterilität 
verhindert. Eine sichere Ursache für die Unverläßlichkeit der Sterilisation 
mit Chlorkalk ist bei diesem Samen schwer anzugeben. 

Einwirkungsdauer des Desinfiziens: !/, Stunde. Desinfiziens: Chlor- 
kalk mit 0,1 Proz. titrierbarem Chlorgehalt. 


1) Esenbeck, E. u. Suessenguth, K., Arch. f. experim. Zellforsch. 1, 
547, 1925. s 
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Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 8 Tagen 
bei Versuch 1 seche, bei Versuch 2 vier, bei Versuch 3 fünf steril geblieben. 
Die Körner wurden durch die Desinfektion nicht geschädigt. 
'Längere Einwirkungszeiten hätten vielleicht auch hier verläßliche 
Sterilität bedingt, da aber Uspulun und desgleichen höhere Chlorgaben, 
wie in Form von Kaliumhypochlorit verabreicht wurden, zum Ziele führten, 
wurde von dieser Prüfung Abstand genommen. 


IX. Ein Wort über die Dosis curativa und toxica bei Chlorkalk. 


Mit Gassner haben wir unter der Dosis toxica die Menge oder Stärke 
eines Beizmittels zu verstehen, die gerade die Keimung der Samen zu 
schädigen beginnt. Die Dosis curativa gibt über die Menge Aufschluß, 
die gerade hinreicht, die Keime zu abzutöten. 

Zunächst wollen wir in unserem Falle diese Frage bei Weizen 
beantworten. Unsere Zahlen gelten allerdings nur für die von uns 
geprüften Verhältnisse unbedingt verläßlich. @Gassners Angaben be- 
ziehen sich stets auf die Abtötung der Sporen des Erregers des Stein- 
brandes des Weizens, und er konnte in vitro ganz genau nachweisen, 
daß bei Anwendung einer bestimmten Konzentration die Sporen ab- 
getötet wurden. In unserem Falle wissen wir, wie schon öfter erwähnt, 
nie was wir abtöten wollen, und infolgedessen kann bei dem einen Material 
die Dosis curativa hoch, bei dem anderen niedrig liegen. Ferner ist zu 
bedenken, daß, wenn wir Chlorkalk in Wasser aufschütteln und ab- 
filtrieren, wir in dem Filtrat eine bestimmte titrierbare maximale Chlor- 
konzentration haben, die wir nicht mehr vergrößern können. Von dem 


Calciumhypochlorit Ca <O löst sich in Wasser wahrscheinlich Ca <t i 


jedenfalls aber nur eine beschränkte Chlormenge, so daß es ohne weiteres 
klar ist, daß in dem Filtrat, das nur die gelöste Substanz enthält, ein 
sehr beschränkter Chlorgehalt ist. Wir sprechen stets vom Chlor, da 
dies jedenfalls das wirksame Agens der Desinfektionsflüssigkeit ist. 
Durch Wasserzusatz zu dem Filtrat können wir uns dann eine Reihe 
beliebiger Verdünnungen herstellen. Ist allerdings die höchstmögliche 
Chlormenge von zu geringer chemotherapeutischer Kraft, dann muß 
ich nach anderen Mitteln Umschau halten, die mir einen größeren 
Chlorgehalt gewähren, 

Im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen wurde auch die Chlor- 
kalkmenge bestimmt, durch die eine gesättigte Lösung bedingt wird. 
Bei den von uns geprüften Präparaten genügte ein halbes Gramm Chlor- 
kalk auf 100 ccm Leitungswasser, um ein gesättigtes Filtrat zu erhalten. 
Der Chlorgehalt dieser Lösungen betrug annähernd 0,16 bis 0,2 Proz. 
titrierbares Chlor. Der Chlorgehalt der Handelspräparate schwankt 
natürlich auch, so daß es ohne weiteres möglich erscheint, daß bei 
anderen Präparaten mehr oder weniger Chlorkalk zur Sättigung nötig 
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sein wird. Auch muß man stets die Verluste an Chlor, die während 
der Filtration unvermeidlich sind, in Rechnung stellen. Besonders 
bei größeren Einwagen von Chlorkalk sind die Filtrationsverluste groß, 
da durch die unlösliche Substanz das Filter sehr stark verlegt wird und 
die Filtration dann nur sehr zögernd vonstatten geht. Auf diese Weise 
erzielten wir manchmal bei größeren Chlorkalkmengen einen be- 
scheideneren Chlorgehalt im Filtrat als bei kleinen Einwagen, durch 
die das Filter bedeutend weniger verlegt wird. 

Nach diesen orientierenden Untersuchungen schritten wir daran, bei 
Postelberger Weizen Dosis curativa und Dosis toxica zu bestimmen. 

Wir stellten uns zunächst eine Chlorkalkaufschwemmung her, in der 
auf 100 ccm Wasser etwa 1,5g Chlorkalk kam (Merck-Präparat). Diese 
Aufschwemmung wurde abfiltriert und ergab im Filtrate einen titrierbaren 
Chlorgehalt von etwa 0,18 Proz. Diese Stammlösung wurde nun stufenweise 
verdünnt. Die Einwirkungsdauer wurde mit 4 Stunden bemessen, da sich 
in früheren Versuchen dieser Zeitraum sehr gut bewährte. 


Postelberger Weizen. Einwirkungsdauer 4 Stunden. 


l. Bestimmung der Dosis curativa. 





l! Proz. titrierbares Chlor 














steril unsteril 
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2. Bestimmung der Dosis toxica. 
Zahl der Samen 25. E 











` Zahl der Keimungen 





3. Tagi 24 | 25 24 | 2 | 24 25 | 4 | 25 | 4 | 25 
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Es erfolgten keine weiteren Keimungen. Bei diesem Versuch wurde, 
wio bei allen Versuchen mit Postelberger Weizen, mit Vorbehandlung gearbeitet. 
Die Keimproben wurden nachgewaschen. 


Dosis curativa: 0,045. Dosis toxica: 0,18. 
Chemotherapeutischer Index c/t = 0,045/0,18 = 0,25. 
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Auch hier war es mit Rücksicht auf die sterilon Bedingungen, die 
eingehalten werden mußten, nicht rateam, eine größere Zahl von Samen 
zu verwenden. 
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Der chemotherapeutische Index fällt unter diesen Bedingungen 
recht günstig aus. Dieses Ergebnis darf aber nicht zu stark verall- 
gemeinert werden, denn, wie schon erwähnt, wird durch den jeweiligen 
Grad der Infektion die Dosis curativa verschoben werden. Dann mußte 
unbedingt vor der Desinfektion eine Vorbehandlung eingeschoben 
werden, um die Benetzbarkeit zu bessern. Ohne die Alkoholvorbehand- 
lung gelangten wir unter den gegebenen Bedingungen gar nicht zur 
Dosis curativa; in diesem Falle ist der chemotherapeutische Index 
unbestimmbar und das Sterilisationsmittel unbrauchbar. Denken wir 
dagegen an die Versuche mit dem Criewener Weizen, den wir jeweils 
vor der Versuchsanstellung erst ausrebelten, so liegt die Sache viel 
günstiger. Eine genaue Bestimmung des chemotherapeutischen Indexes 
wurde nicht vorgenommen, aber orientierende Versuche zeigten, daß 
er ungefähr dem bei Postelberger Weizen (wie er mit Vorbehandlung 
erzielt wurde) entsprechen dürfte. Bei einer anderen geprüften Weizen- 
sorte, General von Stocken, wird die Dosis toxica schon früher erreicht, 
sie liegt bei 0,07 Proz. titrierbarem Chlor. Gelegentlich dieser Beob- 
achtung muß unbedingt darauf hingewiesen werden, daß die Dosis 
toxica bei unseren Versuchen ebensowenig für eine Spezies bindend ist, 
wie die Dosis curativa. Die verschiedenen Weizensorten verhalten sich 
bezüglich der Dosis toxica sehr verschieden. Hier wollen wir nur die 
beiden Weizensorten, Postelberger Wechselweizen, Ernte 1924, und 
General von Stocken, Ernte 1924, gegenüberstellen. Bei Postelberger 
werden 0,09 Proz. titrierbares Chlor bei vierstündiger Einwirkungsdauer 
gut vertragen, General von Stocken wird bei der gleichen Einwirkungs- 
zeit schon durch 0,07 Proz. titrierbares Chlor in seiner Keimgeschwindig- 
keit ganz erheblich beeinträchtigt. Weitere einschlägige Beobachtungen 
werden in einer späteren Publikation wiedergegeben werden. 

Aus diesen Mitteilungen ist zu ersehen, daß Chlorkalk bei Triticum 
vulgare ein ganz brauchbares Desinfektionsmittel ist. Beiden Versuchen, 
die auf Universalsterilität abzielen, ist es jedoch ganz unmöglich, die 
Dosis curativa verbindlich anzugeben, die Dosis toxica wird nach der Sorte 
variieren, so daß wir von der Aufstellung eines allgemein gültigen 
chemotherapeutischen Indexes bei Weizen absehen müssen. 

Desgleichen haben wir die Bestimmung des chemotherapeutischen 
Indexes bei den anderen Samen nicht vorgenommen. In der ganzen 
Arbeit wurde das Schwergewicht auf die Untersuchungen an Weizen 
gelegt, da es uns vorläufig darauf ankam das Prinzipielle zu erläutern, 
und das läßt sich stets zunächst an einem Objekt am besten tun. Bei 
einzelnen Samen, so bei Hafer, Mais und Beta vulg., liegt die Dosis 
toxica wesentlich niedriger als die Dosis curativa. Bei Gerste Vicia 
faba und Lupinus albus wurden weder Dosis curativa (absolut sicher), 
noch Dosis toxica gefunden. Bei Brassica napus Sinapis alba, Linum 
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ussitassimum, Papaver, Pisum, Wicke, Roggen dürfte der chemo- 
therapeutische Index unter den gegebenen Bedingungen sehr günstig 
ausfallen, da ja in kurzer Einwirkungszeit mit geringen Chlormengen 
ohne jedwede Schädigung der Samen Sterilität erzielt wurde. 


Bei Triticum vulgare (Postelberger Wechselweizen) orientierten wir 
uns auch noch darüber, wie der Einfluß einer sehr langen Einwirkungszeit 
sich geltend macht. Selbst eine l4stündige Einwirkungszeit wurde ohne 
Schädigung des Keimprozesses ertragen, allerdings wird die durchschnittliche 
Keimgeschwindigkeit: etwas herabgedrückt. 


Postelberger Wechselweizen. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 
14 Stunden. Vorbehandlung. 0,1 Proz. titrierbares Chlor. 


Von den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 9 Tagen 
alle sechs steril. Keimgeschwindigkeit und Keimprozente bleiben nahezu 
unbeeinflußt. 

Wir sehen also, daß der chemotherapeutische Index in bezug auf die 
Einwirkungszeit recht günstig ausfallen würde. Bei 2 Stunden Einwirkungs- 
zeit wird bereits Sterilität erzielt und die Schädigung, die andererseits nach 
einer 14stündigen Einwirkungszeit auftritt, ist nicht bedeutend. 


Die mitgeteilten Erfahrungen zeigen jedenfalls, daß der Chlorkalk 
bei gewissen Samen und Früchten und unter bestimmten Bedingungen 
ein verwendbares Desinfektionsmittel ist. Die Herkunft und Be- 
schaffenheit des Saatgutes spielt bei anderen Desinfektionsmitteln 
auch eine Rolle, und ein Teil der Unsicherheit, der Sterilisation, die 
bei Chlorkalk gilt, wird man bei anderen Mitteln ebenfalls in Kauf 
nehmen müssen. Das Unangenehmste ist, daß man sich keine Lösungen 
herstellen kann, deren Chlorgehalt von vornherein genau feststeht, und 
daß man immer die Lösungen vor Gebrauch filtrieren muß. Ferner ist 
es ein Nachteil, daß der Chlorgehalt der Lösungen verhältnismäßig 
niedrig ist ; dieser Übelstand ließe sich durch Zusatz bestimmter Mengen 
von Natriumcarbonat, wodurch Natriumhypochlorit gebildet wird, 
das leicht wasserlöslich ist, bessern. Angenehm ist es andererseits, daß 
bei der Desinfektion mittels Chlorkalks im allgemeinen keine ernsten 
Schädigungen des Samenkorns zu befürchten sind. Die Wertungszahl 
liegt allerdings häufig unter 100, diese kleine Verzögerung der durch- 
schnittlichen Keimgeschwindigkeit läßt sich bei Laboratoriumsversuchen 
viel eher ertragen, als bei Feldversuchen. Immerhin kann man unseres 
Erachtens den Chlorkalk unter die Samendesinfektionsmittel einreihen, 
natürlich gilt für ihn auch das, was am Anfang ganz allgemein über 
die Unsicherheit der verschiedenen Sterilisationsmittel gesagt wurde. 
Ohne die Bewertungsmethode von Gassner würden die Keim- 
verzögerungen, die gelegentlich auftreten, gar nicht so ins Auge fallen. 

Im großen und ganzen decken sich die hier mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse mit den Angaben von Wilson. Wilson beobachtete erst nach 
viel längeren Einwirkungszeiten Schädigungen; jedenfalls kümmerte 
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er sich nur um Schädigungen der Keimprozente, die wir auch nur ganz 
selten beobachten konnten. Die durchschnittliche Keimgeschwindigkeit 
wurde bis jetzt nirgends in der einschlägigen Literatur berücksichtigt. 
Es ist ja wahr, daß sie bei der Beurteilung von Laboratoriumsversuchen 
weniger wichtig ist, als bei Versuchen, die die Grundlage für Feldversuche 
bilden. Bei einer theoretischen Betrachtung des ganzen Sterilisations- 
problems, wie wir sie unter anderem auch anstrebten, erschien es uns 
nicht unwichtig, auch diesen Faktor einmal zu berücksichtigen. Nur 
bei Mais kommt Wilson zu einem ausgesprochen günstigeren Ergebnis 
als wir. Durch eine achtstündige Einwirkungsdauer erzielte er bei Zea 
ohne alle Schädigung verläßlich Sterilität. Bei Hafer erzielte er durch 
Entfernung der Spelzen Sterilität. Gänzlich mißglückte die Sterilisation 
nur bei Fagopyrum und den Knollen von Solanum tuberosum. 

Über die Notwendigkeit einer Vorbehandlung spricht sich der 
Verfasser nicht aus. Bemerkenswert ist jedenfalls, daß meistens sehr 
lange Einwirkungszeiten benutzt wurden, und daß dieselben gut ver- 
tragen wurden. Bei Linum uss. sind z. B. 10 Stunden angegeben, wir 
kamen mit etwa 45 Minuten aus. Der Spielraum zwischen der gerade 
zur Desinfektion ausreichenden Einwirkungszeit und der eben schädi- 
genden ist meist recht groß. 

Unsere Versuche stellen jedenfalls eine weitgehende Bestätigung, 
zum Teil aber auch eine Einschränkung der Wilsonschen Versuche dar. 
Wilsons Schlußsatz lautet: „In conclusion it should be added, that the 
method not only offers a way for securing sterile plantlets for physio- 
logical experiment, but also for eradicating such plant diseases as may 
be controlled by treating seed.“ Ungefähr zu demselben Ergebnis 
kommen auch wir auf Grund unserer Versuche. 


X. Prüfung anderer Chlorpräparate. 


Da das für die Desinfektion wirksame Agens im Chlorkalk das Chlor 
sein dürfte, interessierte es uns, einmal zu untersuchen, wie sich die 
Samen höheren Chlorgaben gegenüber verhalten, als sie in den Filtraten 
von Chlorkalk zur Verfügung stehen. Ferner schien es möglich, daß 
sich bei Anwendung von Lösungen mit starkem Chlorgehalt vielleicht 
die umständliche Vorbehandlung umgehen ließe. 


a) Chlorwasser mit einem titrierbaren Chlorgehalt von 0,08 Proz. 
Hier war der Chlorgehalt der Lösung kleiner als bei den meisten Versuchen 
mit Chlorkalk. Begreiflicherweise gelangten wir hier ohne Vorbehandlung 
zu keiner erfolgreichen Desinfektion des Postelberger Wechselweizens (eg 
handelt sich wieder um dasselbe Material wie früher). 

b) Natriumhypochlorit. Natriumhypochlorit, das man in konzentrierter 
Lösung im Handel bekommt, ist leicht wasserlöslich, und wir konnten 
auf diese Weise Lösungen mit verhältnismäßig hohem titrierbaren Chlor- 
gehalt herstellen. 


Bonn ` zéi d e B 
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30 Teile Natriumhypochlorit (konzentrierte Lösung der Firma 
Dr. Schuchardt) auf 100 com Wasser ergab einen titrierbaren Chlorgehalt 
von 0,5 Proz. Durch eine dreistündige Einwirkungszeit dieser Lösung 
konnten wir ohne Alkoholvorbehandlung Postelberger Wechselweizen erfolg- 
reich desinfizieren, ohne daß die Samen geschädigt wurden. 

1. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 3 Stunden, titrierbarer Chlor- 
gehalt: 0,5 Proz. Postelberger Wechselweizen. Von den sechs Kontrollproben 
waren nach 13 Tagen alle sechs sterıl. 


Dazugehörige Keimprobe. 
Zahl der Samen: 25. Zimmertemperatur. 


" Zahl der Keimungen 





3. Tag.. 4, 28| A 4 


0,36 Proz. titrierbares Chlor genügte bei 1 ⁄%stündiger Einwirkungszeit 
nicht mehr zu einer erfolgreichen Desinfektion des Postelberger Wechsel- 
„weizens ohne Vorbehandlung. 

Dieser orientierende Versuch zeigt uns, daß wir unter den gegebenen 
Verhältnissen bei einem entsprechend starken Chlorgehalt bei der 
geprüften Weizensorte ohne Vorbehandlung auskommen. Bei den 
nun folgenden Versuchen mit Kaliumhypochlorit stellten wir in einer 
Versuchsserie den chemotherapeutischen Index fest. 

c) Kaliumhypochlorit (dreifach konzentriertes Präparat der Firma 


de Häen). Bestimmung des chemotherapeutischen Indexes für Postelberger 
Wechselweizen. Keine Vorbehandlung. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. 


Kaliumhypochloritlösungen mit einem 
Chlorgehalt von . .. 2.2...» .. -0,2 0,4 0,8 titrierbarem Chlor 
365 


Zahl der Kontrollproben:: 6, davon ee A 3 0 1 


Die Dauer der Kontrollprüfung betrug 8 Tage. 
Dazugehörige Keimproben. 


Zahl der Samen: 50. Zimmertemperatur. 





Zahl der Keimungen 


Kaliumhypochlorit mit einem 
titrierbaren Chlorgehalt 









. Wasser 
| 0,2 Proz 0,8 Proz 
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3. Tag: oea o a i 28 50 | 30 | 0 
WEEK ı 2 — 18 | 33 
De. a e e a a de 8 — | 2 7 
RR K St ze Ss A 5 
Durchschn. Keimgeschwindigk. | 3,48 ` 3 | 3,44 | 4,644 in Tagen 
Wertungszahl ........ , 100 15 | 103 |. 67 


Dosis curativa: 0,8 Proz. Dosis toxica: 0,8 Proz. 
Chemotherapeutischer Index c/t = 1. 


204 A. Niethammer: 


Der chemotherapeutische Index liegt hier bei 1, also verhältnis- 
mäßig ungünstig, denn bei einem guten Beizmittel bzw. Desinfiziens 
wird mit Recht nach Gassner gefordert, daß der chemotherapeutische 
Index unter 1 liegt. Allerdings darf man bei einem Desinfektionsmittel, 
das ‚Totalsterilität‘‘ erzielen soll, keine zu strengen Forderungen 
stellen; unangenehm ist, daß die Dosis curativa nicht unbedingt ver. 
läßlich erreicht wurde. Jedenfalls ist das Ergebnis besser als bei Chlor- 
kalk, wo ohne Vorbehandlung die Dosis curativa nicht erreicht wird. 


Erfolgreich, d.h. ohne Schädigung des Samenmaterials, konnten 
wir Buchweizen mit Lösungen, die einen titrierbaren Chlorgehalt von 
0,2 hatten, desinfizieren. Dieses Ergebnis muß eigens hervorgehoben 
werden, da wir mit den normalen Chlorkalklösungen (titrierbarer 
Chlorgehalt 0,1 Proz.) nicht verläßliche Sterilität erzielen konnten. 
Bei Vicia faba dagegen half auch. die Anwendung höherer Chlorgaben 
nichts. 

Da wir bei Postelberger Weizen selbst bei Anwendung von recht 
stark konzentrierten Lösungen die Alkoholvorbehandlung nicht ganz 
entbehren konnten, falls wir 100 proz. Sterilität erzielen wollten, hielten 
wir einmal Umschau nach ganz anderen Desinfektionsmitteln. Der 
Gedanke lag nahe, einmal einige der bekannten Steinbrandbeizmittel 
in dieser Hinsicht zu prüfen. 


AL Prüfung einiger bekannter Beizmittel bezüglich ihrer Brauchbarkelt 
für eine Totaldesinfektion des Samenmaterials. 

a) Tilantin. Dieses Präparat erzeugen die Farbwerke vorm. 
Meister, Lucius und Brüning in Höchst am Main. Der wirksamste 
Bestandteil dieses Mittels ist Kupfersulfat, dessen unangenehme schädi- 
gende Wirkungen durch bestimmte Beizstoffe aufgehoben werden sollen. 

Als Samendesinfektionsmittel ohne Vorbehandlung eignet sich 
Tillantin nicht, da die Dosis toxica viel niedriger liegt als die Dosis 
curativa.  Versuchsobjekt ist durchweg ZPostelberger Wechselweszen. 
Konzentration der Lösung durchweg 0,5 Proz. 

Nach einer dreistündigen Desinfektion blieben von den sechs 
geprüften Kontrollproben nur drei steril. Die Keimproben sind voll- 
kommen geschädigt, da keine Würzelchen mehr ausgebildet werden, 
Koleoptile normal (die Keimproben wurden vor dem Auslegen nicht 
nachgewaschen). 

Die Wiederholung dieses Versuchs brachte das gleiche Ergebnis. 
Im Zusammenhang mit diesen Beobachtungen muß an die Versuche 
von P.Grünfdd (l.c.), die er in unserem Laboratorium mit Kupfer- 
sulfat ausgeführt hat, erinnert werden. Grünfeld gibt für die Samen- 
sterilisation mittels Kupfersulfat an, daß ohne weitgehende Schädigung 
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der Samen keine verläßliche Sterilität erzielt werden kann, also daß 
Kupfersulfat ein ungeeignetes Samendesinfektionsmittel ist. 

b) @Germisan. Dieses Beizmittel wird von der Saccharinfabrik 
vorm. Fahlberg, List und Co., Magdeburg, erzeugt und enthält als 
wirksames Agens Quecksilber in organischer Bindung. Es wurden 
stets 0,5proz. Lösungen verwendet. 

1. Versuchsobjekt. Postelberger Wechselweizen. Einwirkungsdauer: 
£ Stunden. Nach 8 Tagen waren von sechs Kontrollproben vier steril, zwei 
unsteril. Keimgeschwindigkeit und Keimprozente deutlich gehemmt. 

Einwirkungsdauer: 6 Stunden. Nach 8 Tagen waren von den sechs 
Kontrollproben sechs steril. Die dazugehörigen Keimproben sind sichtlich 
geschädigt bezüglich ihrer Keimgeschwindigkeit. 

2. Versuchsobjekt. Zea Mays. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. Von 
den sechs Kontrollproben im Thermostaten waren nach 8 Tagen alle sechs 
steril. 

Dazu gehörige Keimproben. 


Zahl der Samen: 15. Thermostat: 27°. 


Ki Zahl der Keimungen 





| Ä Wasser Germisan 
A Ka e 10 
4. , | 1 0 


Dasselbe Körnermaterial von Mais, das sich mit Chlorkalk nur 
unvollkommen sterilisieren läßt, ließ sich mit 0,5 proz. Germisanlösungen 
einwandfrei desinfizieren. 

Die kleinen Versuche, die hier mitgeteilt sind, zeigen jedenfalls, 
daß Germisan als Samendesinfektionsmittel für physiologische Versuche 
zu brauchen ist. Die Keimverzögerungen spielen bei derartigen Ver- 
suchen keine sehr große Rolle. Vergleichen wir mit Erfolgen, die wir 
mit Chlorkalk erzielten, so ist bei Germisan das Ergebnis jedenfalls 
schon deswegen günstiger, weil die Vorbehandlung überflüssig war. 

c) Uspulun ist das zurzeit bekannteste Quecksilberpräparat. 
Es wird von den Farbenfabriken vorm. Fr. Bayer und Co. in Leverkusen 
bei Köln am Rhein erzeugt. Die Urteile über das Uspulun lauten alle 
eindeutig günstig. Eine Bestätigung dieser Angaben, die vielfach aus 
der landwirtschaftlichen Praxis stammen, hat Gassner durch seine 
wissenschaftliche Durcharbeitung gegeben (l.c.). Für die Zwecke der 
Praxis wird 0,1 Proz. als günstigste Konzentration empfohlen, diese 
Dosis wirkt leicht stimulierend und tötet gleichzeitig bei einstündiger 
Einwirkung die Sporen des Steinbrands ab. Die Dosis toxica (auf roten 
Schlanstädter Weizen bezogen) liegt bei 0,25 Proz. Die Schädigungen 
sind zunächst sehr gering und können bei Sterilisationsuntersuchungen 
im Laboratorium. ohne weiteres in Kauf genommen werden. Diese 
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Angaben beziehen sich alle auf die Abtötung der Sporen von Tilletia 
tritici, es fragte sich nun, ob Uspulun auch die SES anderer Pilze 
und Bakterien abzutöten vermag. 

Schon eingangs in dem Kapitel „Über eine absichtliche stärkere 
Infektion der Weizenkörner‘‘ besprachen wir zum Vergleich mit den 
Chlorkalkversuchen einige Versuchsserien mit Uspulun. Diese zeigten 
schon die günstige Wirkung des Uspuluns als Samendesinfektionsmittel. 
Hier in diesem Kapitel soll nun etwas ausführlicher über die weiteren 
Versuche mit Uspulun berichtet werden. 

Nach einigen orientierenden Versuchen, die eindeutig für die Brauch- 
barkeit des Uspuluns für eine derartige Desinfektion an Triticum vulg. 
sprach, unternahmen wir systematische Versuche, um den Einfluß be- 
stimmter Uspulungaben und verschiedener Einwirkungszeiten zu prüfen. 


Versuchsdauer: 8 Tage. Postelberger Wechselweizen. Zahl der Kontroll- 
proben: sechs. Einwirkungsdauer des Desinfiziens: 1 Stunde. 





{ 











Ohne Vorbehandlung ` Mit Alkoholvorbehandlung °) 
012 Se 025 | 0,5 Proz. Uspulun 
(6) vm | 5m | vm Im | A 
Einwirkungsdauer des an : 4 Stunden. 
3 (3) Ad) DU al) | 6 Ä 6 
Einwirkungsdauer: 14 Stunden. 
6 | 6 | 6 2 6 i 6 6 


D () bedeutet unsteril. 
Dazugehörige Keimproben. 
Zahl der Samen: 50. Zimmertemperatur. 

















` 0,125 | 0,25 | 0,5 Proz. Uspulun F Wasser 
Einwirkungsdauer 1 Stunde. 

3. Tag .. .. i 25,25 30,28 | 16, 27 ‚37,32 

SI 2014 6% ` 0 Su ' 12.16 
Einwirkungsdauer 4 Stunden. 

3. Tag .... | 29, 27 | 27,28 23, 39 , 31, 36 

Do ans 21, 23 | 23, 21 26, 10 : 18,12 
Einwirkungsdauer 14 Stunden. 

4. Tag .... | 950 | 48,4 | 46, 47 , 48. 49 


Die beste Einwirkungszeit für die Desinfektion bei Postelberger 
Wechselweizen ist unter den gegebenen Bedingungen 14 Stunden. Bei 
dieser Einwirkungszeit liegt die Dosis curativa bei 0,125, die Dosis 
toxica läßt sich bei dem zugehörigen Keimversuch nicht ganz genau 
bestimmen, da er am dritten Tage nicht ausgezählt wurde. Sie liegt 
ungefähr bei 0,125. Demnach bekämen wir einen chemotherapeutischen 
Index von 1, also wie bei Kaliumhypochlorit. Dieser chemothera- 
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peutische Index von 1 wurde ohne Vorbehandlung erzielt, infolgedessen 
ist das Resultat im Vergleich zu Chlorkalk ganz günstig, wo ohne 
Vorbehandlung die Dosis curativa überhaupt nicht erreicht wurde. 
Da die Sterilität auch ohne Alkohol absolut sicher erreicht wurde, 
bedeutet Uspulun auch gegen Kaliumhypochlorit einen Fortschritt. 

Nach unseren Erfahrungen kann Uspulun auch in die Reihe der 
Samendesinfektionsmittel eingereiht werden, die für die sterile Aufzucht 
der höheren Pflanze dienen. Die Keimverzögerungen, die man in Kauf 
nehmen muß, sind meist sehr gering. Diese Beobachtung über die 
geringe Schädlichkeit selbst höherer Uspulungaben deckt sich voll- 
kommen mit den Angaben von Senf!). ‚Selbst ein flüchtiger Blick auf 
die Ergebnisse der Keim- und Triebkraftprüfungen zeigt, daß Uspulun 
die Zahl der normal keimenden wie auflaufenden Pflanzen in keinem 
Falle sicher vermindert, und daß die Schädigung selbst durch die viermal 
stärkere Konzentration (1 Proz.) als die nach der Beizvorschrift ge- 
forderte nicht erreicht wurde, wenn diese Lösung die Keimungsvorgänge 
auch teilweise verzögerte“. 

Vorläufig haben wir uns nur mit Weizen beschäftigt. Die weiteren 
Untersuchungen zeigten dann, daß Uspulun auch für andere Samen 
ein ganz brauchbares Desinfektionsmittel ist. 

1. Versuchsobjekt. Buchweizen. Einwirkungsdauer: I Stunde 20 Mi- 


nuten. Konzentration: 0,6 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 
7 Tagen alle sechs steril. 


Dazugehörige Keimproben. 
Zahl der Samen: 20. ab dor Barmen EE 


| Zebl der SES Samen 





“apain 
1. Tag | l = — 
> | 10 | l1 
| 4 4 
6 5 sa | 1 | 0 
To a | 0 4 


2. Versuchsobjekt. Zea Mays. Eege 4 Stunden. Kon- 
zentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 8 Tagen 
alle sechs steril. 


Dazugehörige Keimproben. 
Zahl der a Samoni en 10. Thermostat: 27°. 


Zahl der gekeimten RE EE 
EE 


4. 5 | | \ 1 
1) Senf, Bot. Arch. 10, Heft 3 bis 4, 1925. 





0 
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3. Versuchsobjekt. Phaseolus. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. Kon- 
zentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 6 Tagen 
alle sechs steril. 

Dazugehörige Keimproben. 


Zahl der Samen: 20. Thermostat: 27°. 





| Zahl der gekeimten Samen 


d Wasser Uspulun 
5 . Tag . | : | 0 
0, Ä 1 l 
5. 1 2 


n 
Keine weitere Keimung. 


4. Versuchsobjekt. Hordeum. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. Kon- 
zentration: 0,5 Proz. ' Von den sechs Kontrollproben waren nach 7 Tagen 
alle sieben steril. 

Dazugehörige Keimproben. 


Zahl der Samen: 50. Zimmertemperatur. 





E Zahl der Keimungen 


Í | Wasser | Uspulun 








qorar = 
2. Tag | 5 0 
4. „ 40 | 4 
5... sg | 3 
6,2, = — | 3 
D ae, 3 
12. n | GEN 


5. Versuchsobjekt. Lupinus albus. Einwirkungsdauer: 4 Stunden. 
Konzentration: 0,5 Proz. Von den sechs Kontrollproben waren nach 7 Tagen 
alle sechs steril. 

Dazugehörige Keimproben. 


Zahl der Samen: 10. Thermostat: 27°. 





Zahl der Keimungen 


= | Wasser ef EE | 





1. Tag . 

D ee ch 2 e 
3. „ 5 3 
4. „ 2 0 








6. Versuchsobjekt. Vicia Faba. Hier versagte Uspulun vollkommen. 


Mit Uspulun konnte bei einer Anzahl von Samen, wie Buchweizen, 
Zea Mais und Lupinus albus, bei denen die Sterilisation mit Chlorkalk 
nur teilweise glückte, 100 proz. Sterilität erzielt werden. Selbst Vor- 
behandlung war in diesem Falle überflüssig. Hordeum, das weder mit 
Chlorkalk, noch Kaliumhypochlorit auch nur in einer einzigen Probe 
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steril blieb, wurde mit Uspulun einwandfrei desinfiziert, allerdings 
mußte eine beträchtliche Keimverzögerung in Kauf genommen werden. 

d) Kalimat ist ein inländisches Präparat, das von der Oderberger 
chemischen Fabrik erzeugt wird. 


Versuchsobjekt: Postelberger Wechselweizen. 





Frae: | Konzentration | Zahl der 
infiziens Proz. Kontrollproben 


Nach Tagen steril unsteril 





Bei den Keimproben ist eine erhebliche Verlangsamung der Keim- 
geschwindigkeit zu verzeichnen und auch eine ernste Schädigung der Keim- 
prozente. 

Die Prüfung der verschiedenen Brandbeizmittel bezüglich ihrer 
Eignung zur Erzielung einer vollkommenen Keimfreiheit ist hier zum 
ersten Male in größerem Umfange vorgenommen. Uspulun wird sich 
dank seiner guten Wirkung sicherlich als Sterilisationsmittel einbürgern 
können. Dieser Erfolg war bei Uspulun vorauszusehen, da es wegen 
seiner Unschädlichkeit dem Samenkorn gegenüber best bekannt ist 
und heute schon als Universalmittel für die verschiedensten Krank- 
heiten auf den Markt gebracht wird. 

Germisan hat unter den gegebenen Bedingungen auch nicht schlecht 
gewirkt, nur muß man bei diesem Präparat bedeutende Keimver- 
zögerungen bei Triticum in Kauf nehmen. 

Kalimat wirkt etwas ungünstiger als Garmisan. 

Wogegen Tillantin für unsere Zwecke gänzlich unbrauchbar war. 

Im Vergleich zu den untersuchten Chlorverbindungen wirkt Uspulun 
sehr günstig, ja sogar besser, da die Vorbehandlung wegfallen kann. 
Gegenüber Germisan und Kalimat wird man eher dem Calcium- bzw. 
Natrium- und Kaliumhypochlorit den Vorzug geben. 

Jedenfalls zeigen die vorliegenden Untersuchungen, daß mit einem 
guten Beizmittel ohne weiteres die im Laboratorium zu fordernde 
‚„Totaldesinfektion‘“ zu erzielen ist. Die nächsten Zeilen berichten 
nun über einen kleinen Versuch, die Verwendungsmöglichkeit von 
Chlorkalk gegen Brandsporen zu prüfen. 


XII. Praktische Prüfung des Chlorkalks. 

Bezüglich der praktischen Prüfung des Chlorkalks machten wir 
uns die Erfahrungen Gassners (l. c.) zunutze. Wir kultivierten die 
Brandsporen (Tilletia tritici) auf O,lproz. Calciumnitratlösungen und ` 
stellten mittels mikroskopischer Kontrolle das Wachstum der vor- 

Biochemische Zeitschrift Band 172. 14 
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behandelten und nicht vorbehandelten Sporen fest. Dazu wurden 
natürlich die entsprechenden Keimproben mit Weizen angesetzt. Die 
folgende Tabelle gibt über den genauen Verlauf dieses Versuchs Auf- 
schluß. Dieser Laboratoriumsversuch erheischt aber unbedingt noch 
zur Sicherstellung einen Feldversuch, denn es ist zu befürchten, daß 
der Chlorkalk möglicherweise die am Samenkorn und vor allem in den 
Rillen haftenden Brandsporen infolge seines schlechten Benetzungs- 
vermögens nicht abtötet. 


Sporenkeimversuch. 


Beizdauer: 1 Stunde. Zu jeder Probe wurde eine Skalpellspitze der 
Brandsporen gegeben. Die Beizung wurde in kleinen Erlenmeyerkölbcehen 
vorgenommen. Während der Einwirkungsdauer wurde wiederholt durch- 
geschüttelt. Es mußten unbedingt filtrierte Lösungen verwendet werden, 
da das Desinfiziens nach der Einwirkungszeit gründlich auswaschbar sein 
mußte, denn es ist nicht zulässig, nachweisbare Mengen des Desinfiziens in 
das Keimbett der Sporen zu bringen. Verschiedene Gewichtsmengen 
Chlorkalk (hier wurde technischer Chlorkalk benutzt) wurden in 100 ccm 
Wasser aufgeschwemmt und die Lösung dann abfiltriertt. Die Sporen 
wurden nach der Einwirkung dieser filtrierten Lösung ausgesetzt. Die 
Keimproben wurden mit den gleichen Aufschwemmungen angesetzt. die 
aber nicht filtriert wurden, da eine Filtration bei praktischer Verwendung 
undenkbar ist. Es ist selbstverständlich nicht ganz korrekt, einmal filtrierte 
und einmal unfiltrierte Lösungen zu gebrauchen, aber bei diesem orientieren- 
den Versuch wählten wir doch diesen Weg. 


Temperatur während der Keimung: 14 bis 17°. 


g Chlorkalk auf ee ccm ee 
4 
e 2 nn en rer 
E 0 
Keimungen 


Bei den nicht vorbehandelten Sporen erfolgte am vierten Tage Keimung. 








Keimversuch der Samen. 
Postelberger Wechselweizen. Zahl der Samen: 25. Zimmertemperatur. 





g Chlorkaik auf 100 ccm Wasser (nicht filtriert) 


0 | 0.06 | ou25 | 023 | 05 1 2 | 3 4 
3. Tag 23,24, 1 18! 24, 24 |24, 22 22 |22, 2 25 | 25, 22 Sim 20|23, 20 23, 20 
4 2 7 L il 3| 1, 2| L 76 52 4| 4 

Durchschnittliche Keimgeschwindigkeit. 
| 3,120 | 3,04 i 3,061 | 3,040 | 3,040 | 3,163 | 3,220 | 3,122 , 3,122 
Wertungszehl. 
I 100 | 102 | 1006| 101 | 12 | 8 | 91 | 9 | 9 
Dosis curativa: 1 g (Chlorkalk filtriert auf 100 cem H,O). 


Dosis toxica: 1 g (Chlorkalk auf 100 ccm H,O unfiltriert). 
Chemotherapeutischer Index: c/t — !/, = 
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Der chemotherapeutische Index ist hier in Gramm Chlorkalk auf eine 
bestimmte Menge Wasser zu verstehen. Bei der Bestimmung der Dosis 
curativa handelt es sich um filtrierte Lösungen, bei der Bestimmung der 
Dosis toxica um die gleichen Lösungen, die aber unfiltriert sind. Dieser 
kleine orientierende Versuch illustirert bereits einigermaßen, daß dem Chlor- 
kalk in dieser Richtung keine große Zukunft beschieden sein dürfte, daher 
ließen wir es bei diesen Versuchen bewenden. Uspulun ist jedenfalls auch 
in praktischer Hinsicht dem Chlorkalk weit überlegen, der einzige Vorteil, 
den der Chlorkalk uns bietet, ist seine Billigkeit. Die Unlöslichkeit des 
Chlorkalks in Wasser ist ein rechter Übelstand. Auch ist anzunehmen, 
daß er, wie schon angedeutet wurde, bei Feldversuchen wegen seiner 
schlechten Benetzungsfähigkeit, die wir bei den Laboratoriumsversuchen 
mit Weizen durch die Alkoholvorbehandlung verbessern mußten, ganz 
versagen wird. Tatsächlich wird der chemotherapeutische Index für Labo- 
ratoriumsversuche etwas günstiger ausfallen, da wir ja bei den Sporenbeiz- 
versuchen filtrierte Lösungen verwendeten, die einen niedrigeren Chlor- 
gehalt haben, als die entsprechenden unfiltrierten Lösungen. 


SU Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. An der Hand von Desinfektionsversuchen mit Chlorkalk wurde 
die Schwierigkeit einer verläßlichen ‚‚Totaldesinfektion‘‘ besprochen. 
Art und Stärke der Infektion, Herkunft, Lagerung und Oberflächen- 
beschaffenheit des Samens sind Mitbestimmer für das Gelingen bzw. 
Versagen einer energischen Desinfektion. 

2. Infolge dieser Schwierigkeiten wird die Bedeutung der aseptischen 
Gewinnung der Samen gewürdigt. 

3. Wird der erfolgreiche Versuch gemacht, eine Brücke zwischen 
bekannten Steinbrandbeizmitteln und Samendesinfektionsmitteln zu 
schlagen. 

4. Wird Uspulun mit der Einschränkung, die für alle Beizmittel 
gilt, als geeignetes Samendesinfektionsmittel für die sterile Kultur 
höherer Pflanzen empfohlen. 
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Über den Fermentstoffwechsel der Bakterien dÉ 


| II. Mitteilung: 
Aerobe Glykolyse und die Spaltung einiger anderer Zuckerarten durch B. coli. 
Eine neue Mikrosaecharasebestimmung. 


Von 
P. Rona und H. W. Nicolai. 


(Aus dər chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 28. April 1926.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei den bisherigen Untersuchungen über den aeroben und an- 
aeroben Zuckerabbau durch B. coli?) wurde es als Mangel empfunden, 
daß nicht in jedem Fall die Spaltung vom Beginn ab verfolgt werden 
konnte. Besonders bei den aeroben Bestimmungen hatte es den 

í Anschein, als ob die Austreibung -der 
zur ebe CO,- und der O,-Verbrauch zu Anfang 
nicht im geradlinigen Verlauf vor sich 
geht. Um auch hierüber Klarheit zu 
Lë schaffen, wurden weitere Bestimmungen 
miteinem besonderen Gefäß vorgenommen 

30mm (Abb. 1), bei dem außer der Absorptions- 

Abb. 1. lauge die Bakteriensuspension und die 

Substratlösung getrennt eingefüllt werden. 

Erst nach völligem Temperaturausgleich wurden durch mehrfaches 

Hin- und Herneigen des Gefäßes die Bakterien mit dem Zucker in 
Reaktion gebracht. 





1) Diese Arbeit wurde mit Unterstützung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und der Rockefeller-Stiftung ausgeführt. 
2) Diese Zeitschr. 172, 82, 1926. 
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Die Resultate sind in Tabelle III enthalten und zeigen, daß die 
früher vermuteten, anfänglich stärkeren CO,-Mengen mit dieser ver- 
besserten Methode nicht wieder gefunden werden (s. Tabelle III). 


Eine weitere Frage ist die des Zuckerverbrauchs bei der Anwesen- 
heit von O, im Gasraum. In der Anoxybiose war festgestellt, daß ein 
Molekül Zucker unter Bildung zweier Moleküle fixer Säure zerfällt; 
die dabei auftretenden Spaltprodukte genügten, um auch ohne Zucker 
in der Aerobiose einen O,-Verbrauch zu veranlassen. In weiteren Ver- 
suchen wurde nun der Zuckerverbrauch während der aeroben Spaltung 
beobachtet. Die folgende Tabelle IV zeigt vergleichsweise einen Versuch 
in 5proz. CO, in N, und in Luft mit KOH-Absorption der dabei auf- 
tretenden CO, (s. Tabelle IV). 


Bezieht man den verbrauchten Zucker im anaeroben Versuch auf 
die freiwerdende CO,, so entspricht ein Molekül Glykose zwei Molekülen 
Säure. Bei dem Bestreben, auch für die in Gegenwart von O, sich 
abspielenden Vorgänge eine Relation zwischen dem Zuckerverbrauch und 
den Gasen zu finden, stößt man auf gewisse Schwierigkeiten, die darin 
ihren Grund haben, daß das Verhältnis CO,:0, kein konstantes, 
sondern von der Vorgeschichte, dem Alter der Bakterien usw. abhängig 
ist. Würde man im vorliegenden Falle die verbrauchte Zuckermenge 
auf die entstandene CO, beziehen, so würde, da bei der angewandten 
Kultur der Quotient CO, : O, annähernd gleich 1 ist, wieder ein Molekül 
Zucker zwei Molekülen CO, entsprechen. 


Weitere Untersuchungen mit verschiedenen anderen Zuckern 
zeigen neben Tabelle IV die Tabellen I und II. Es wurde in der bisher 
beschriebenen Weise eine 3prom. Lösung der anoxybiotischen Spaltung 
unterworfen und außerdem in der Aerobiose der Sauerstoffverbrauch 
gemessen (s. Tab. I u. II). 


Bezieht man die pro 1010 Zellen entstehenden oder verbrauchten 
Grasmengen in Kubikzentimeter auf 1 Stunde, so ergeben sich folgende 
Stoffwechselquotienten. 


CG 










Glycose 
260 Lävulose 
106 Maltose 
0 Saccharose 
12 Arabinose 
10 Xylose 


Diese Werte lassen sich bei der gleichen Kultur innerhalb weniger 
Tage mit geringen Abweichungen reproduzieren. Wechselt man den 
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Stamm, oder läßt man die gleiche Kultur auf dem Nährboden altern, 
so ändern sich die Quotienten Qco,, besonders Qo,- 


Ebenso ist eine Maltase, d.h. ein anaerob Maltose spaltendes 
Ferment nicht bei allen Stämmen von B. coli angetroffen worden. 


Der Umstand, daß Coli in der Anoxybiose Saccharose nicht auf- 
spaltet, dagegen seine Spaltprodukte in Säure zerlegt, führte uns dazu, 
eine Saccharasebestimmung auszuarbeiten, bei der die Hexosen nicht 
polarimetrisch, sondern biologisch nachgewiesen werden. 


Zum Zwecke der Saccharasedarstellung wurden 100 g Bäckerhefe 
mit 10g Toluol im Mörser verrieben, nach 1 Stunde 200 ccm Wasser 
zugefügt und hierzu unter häufigem Umschütteln in einem Wasserbad 
von 30° alle 10 Minuten einige Tropfen 10 proz. Ammoniaks hinzugefügt, 
bis eine Tüpfelprobe neutrale Reaktion gegen Lackmus ergab. (Vergl. 
hierzu die Arbeiten von Willstätter.) Nach Auffüllung auf 1 Liter 
wurde bei 6000 Touren 1, Stunde zentrifugiert, im Zentrifugenklar 
das Eiweiß vorsichtig durch n-Essigsäure gefällt und die eiweißfreie 
Lösung unter Toluol zur weiteren Benutzung aufbewahrt. 


Das Ferment wurde zunächst in der üblichen Art geprüft. Zu 
Beem einer n/5 prim. Phosphatlößung, in der 20 g Saccharose gelöst 
waren, wurden 15 ccm der Fermentlösung gegossen und das ganze bei 30° 
im Wasserbad aufbewahrt. Sofort bei Beginn des Versuchs sowie 
nach 30 und nach 125 Minuten wurde in 15 ccm des Reaktionsgemisches 
die Spaltung mit 3ccm 10proz. Sodalösung unterbrochen und die 
noch nicht klare Lösung mit 6 ccm Bleiessig gefällt. Die Polarisation 
ergab 


0 Minuten . . . . 2 2 2 2 02. -+ 10,36° 
30 ee ae Se re a + 9,03? 
125 de a ee ir dr + 6,92? 


Eine weitere Spaltung wurde nun direkt in den Gefäßen vor- 
genommen (s. Tabelle V). 


Die Abbildung zeigt nur den Druckablauf in Millimetern. Es 
ist ersichtlich, daß in Gefäß 25 nicht genügend neutralisiert wurde, daß 
ferner in den anderen Gefäßen zu viel Saccharase anwesend war, so 
daß die Aufspaltung der großen Hexosemengen durch Coli noch nach 
1 Stunde nicht beendet war. Als wesentlich soll noch erwähnt werden, 
daß glykolytische oder vergärende Fermente in unserer Saccharase- 
lösung nicht vorhanden sind, wie die Kontrolle in Gefäß 21 zeigt. 

Zur eigentlichen Bestimmung nun wurden Saccharose zu 1 Proz. in 
98ccm H,O gelöst, 2ccm der Saccharaselösung hinzugefügt und das 
ganze mit einem ständigen Strome reiner CO, bei 30°C durchspült. 
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Zu Beginn, nach 11 und nach 20 Minuten wurde eine Probe entnommen. 
Das Ergebnis ist aus Tabelle VI zu ersehen. 

Die Kontrolle im Gefäß 21, die mit einer 0,55prom. Lävuloselösung 
angestellt wurde, zeigt auch bei dieser Hexose die Aufspaltung in 
2 Moleküle Säure, so daß die verschwundene Saccharose im ganzen 
durch 4 Moleküle CO, nachgewiesen wird und ein Molekül Maltose- 
hydrat 4 Molekülen CO, entspricht. 

Rechnet man hiernach die Werte CO,, die bei 0, 11 bzw. 20 Minuten 
resultieren, in Milligramm Saccharose um, so erhält man folgende Mengen: 








mg = 
0 Min. 0 
D: 0,266 
20 „ 0,310 


Man ist also in der Lage, einen Umsatz von einem halben Mikromol 
Hexose bzw. einem viertel Mikromol eines Disaccharids mit einem 
Fehler von höchstens 1 Proz. festzustellen. 

In einer weiteren Mitteilung werden wir über die Anwendung 
dieser Methode berichten. 

Bei der technischen Durchführung der Versuche leistete uns 
Fräulein Lewin wertvolle Hilfe. 


Tabelle I. Abb. 2. 


Anaerobe Spaltung von Maltose (21), Saccharose (23), Lävulose (24), 
Glykose (25), Arabinose (26), Xylose (27) durch B. coli. Es wurden 
LO cem der 3prom. Zuckerlösung in R (10) in das Gefäß und 0,5 ccm 
Bakterienemulsion in die Retorte eingefüllt und erst nach völligem 
Temperaturausgleich durch Umschütteln gemischt. 














Gefäß.Nr. .. || 21 | 23 AM 25 26 27 
Gemischt nach | 53” CU | 105” 125” 220'' EW 
d mm cmm mm cmm mm cmm mm cmmi mm cmm| mm cmm 
I] | 
7 Min... | 10,5 6,0|—0,5 —0 1,0 0,5 
10 „ ..|150 90|+05 0 3,0 1,5 
15 „ . . ||23,0 140| 15 1 5,0 2,5 
20 , 290 190) 25 1 6,5 3,5 
25 „ 138,5 23,0| 30 1 5 42, 045| 7540 
30 , 46,0 27,0| 25 1,5 79,0 49,0| 95,5 53,0| 8,5 4,5 | 8,0 4,0 
45 „ 69,5 41,0| 35  2,0|/131,0 82,0|159,5 88,5| 11,5 6,0 | 8,5 4,5 
Ban zs 7,290 7,059 7,626 6,872 6,589 6,457 
kco, . - . || 0,593 0,573 0,623 0,557 0,532 0,521 


Die Auszählung der Bakterien im Dunkelfeld (Okular 20, Objektiv 
20, Kardioidkondensor Zeiss) ergab in der zehnfach verdünnten Emulsion 
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im quadratischen Gesichtsfeld von 0,l mm Seitenlänge im Mittel 
20 Zellen bei 2 u Kammerhöhe, entsprechend 1. 107 pro Kubikzenti- 
meter. 





Abb. 2 (zu Tabelle I). ` 


Tabelle II. 


Der Sauerstoffverbrauch bei der Veratmung von Maltose (21), 
Saccharose (23), Lävulose (24) und Glykose (25). Es wurden je 0,8 ccm 
der 3prom. Zuckerlösung in R (10) mit 0,4 Colisuspension vermischt, 
in das Gefäß und 0,3 NaOH (30 Proz.) in die Retorte eingefüllt. 


Ge fäß«Nr. e e 





Die Zellenzahl ist die gleiche wie in Tabelle 1. 





Abb. 3 (zu Tabelle II). 


Tabelle III (Abb. 4). 


Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlensäurebildung 
bei der Veratmung von Glykose durch B. coli. Es wurden 1,0 einer 
3prom. Glykoselösung und 0,5 Bakterienemulsion getrennt eingefüllt 
und erst nach annäherndem Temperaturausgleich gemischt. In 
Gefäß 29 wurde außerdem 0,3 NaOH (30 Proz.) in die Retorte ein- 
gefüllt. Wiederholung (zweiter Versuch) in Gefäßen 24 und 29 mit 
0,8 Zuckerlösung und 0,4 Bakterienemulsion. 








3 Min.. . ||- 25 17|+10- 35 25|-10 -31 13|+ 20-1410 25 16 
6 „ ..|-100 69/+05- 123 72|-35 108 45|- 40 29| 0 51 32 
10 „ . . ||- 220 15,2 |-1,5 - 31,6 167 -6,0 280 136|- 95 68|-05 120 75 
15 „ . . ||- 40,0 227 -4,5 - 57,5 30,0/-85 510 26,5||- 25,5 18,2 |-0,5 32,0 20,5 
20 „ .. ||- 56,0 387|-45 - 805 42,5 -85 71,5 39,0|- 39,5 23,2 | +10 425 27,5 
30 „ . . ||- 93,0 64,3 | -3,5 -134,0 72,5|-8,5 119,0 69,0 ||- 67,0 48,0 |+5,0 84,5 56,5 
45 „ . . ||-143,5 99,0 | +1,0 -207,0 116,0 |-2,5 182,0 112,0 | -109,5 78,5 | +7,5 138,0 92,0 
EE 9,635 6,872 7,626 9,635 7,626 

Burg 0,691 0,480 0,542 0,718 0,568 

Bd... — 0,557 0,623 — 0,632 


*) Die Zahlen in den mittleren Spalten sind die Druckabnahmen in mm für O,, die ein» 
getreten wären, wenn nicht gleichzeitig der Druck durch die gebildete CO, beeinflußt wäre. Aus 
der Differenz zwischen der mittleren und der ersten Spalte, den tatsächlich abgelesenen Drucken, 
ergeben sich die mm für die Berechnung der cmm CO, der dritten Spalte, 


2 
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Die Zählung der fünffach verdünnten Emulsion ergibt im Mittel 


28 Zellen, entsprechend 0,7 . 101% pro Kubikzentimeter. 
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Abb. 4 (zu Tabelle III). 


Tabelle IV (Abb. 5). 
Die folgende Tabelle enthält zwei Versuche. In Gefäß 21 und 23 


wurde der Sauerstoffverbrauch bei der Veratmung einer 3prom. Ara- 


bi 


nose bzw. Xyloselösung verfolgt; Bakterienzahl 0,7 . 1010 pro Kubik- 


millimeter. In Gefäß 29 und 25 ein Versuch analog der Tabelle III 
ausgeführt, um diesmal die Gasmengen zu dem Zuckerverbrauch in 
Beziehung zu setzen. In 25 läuft eine anaerobe Spaltung ab, bei der 


 ——— 
“ Gefäß»-Nr. . . 25 29 
Gefäß»Nr. | 21 23 Gemischt nach or 4 
‚ mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm 
in. . in...| 80 30 
6 ’ 


= 30 20 
— 85 60 





0 IZ Er 85|— 20.1019 ` —135 95 
5 ° .|-—-105 55|— 65 ol ” — 205 145 
2 . .|—180 90|—ı10 55|15 . — 270 195 
30 ” .1-295 150|—195 95190 ` — 385 275 
4 ” .| 530 27.0 |—355 175190 ” — 615 440 
v... || 7,280 goen [S o, — 9,5 69,0 
Kan | 0512 | 0492 |kco, = 0,632 | ko, = 0,718 


0,8 Zuckerl., 0,4 Bakt., 0,3 Na OH 
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CO, gebildet wird, in 29 wird der O,-Verbrauch gemessen. Die Anfangs- 
konzentration der Glykose wurde nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen zu 3,54 Prom. bestimmt. 


cmm 
120 





Abb. 5 (zu Tabelle TV). 


Der Inhalt der Gefäße 25 und 29 wurde 50 bzw. 52 Minuten nach 
Beginn des Versuchs zehnfach verdünnt und nach Hagedorn-J ensen 
der Glykosegehalt bestimmt. Die gefundenen Werte (in mg) bei 1,0 








Gefäß-Nr. . . Sé 25 BE 29 
100°; 0,200 0,202 
0,155 





Um aus diesen Zahlen den Zuckerverlust zu berechnen, muß man 
entsprechend der Verdünnung zunächst mit 10 und nochmals mit 1,5 
multiplizieren, da ja bei Beginn des Versuchs bereits 0,8 cem Glykose- 
lösung mit 0,4 Bakterienemulsion gemischt wurde. Es ergibt sich dann, 
daß die verwendete 3,54prom. Glykoselösung in Gefäß 25 auf einen 
Gehalt von 3,01 bzw. 3,02 Prom., und in Gefäß 29 auf 3,09 
3,03 Prom. gesunken ist. Bei den angewandten Mengen von 0,8 ccm 
entspricht das im Mittel einem Verlust von 0,428 mg im anaeroben 
und 0,384 mg im aeroben Versuch. 
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Tabelle V. 
Vorversuch zur Bestimmung der Saccharase. 


Bei diesem Versuch wird die vorbereitende Spaltung der Saccharose 
durch das Invertin in den Gefäßen selbst durchgeführt. Zu diesem 








nt... Weitere gleichmäßig 
starke Spaltung 





Abb. 6 (zu Tabelle V). 


Zwecke wurden in 23 und 24 0,3ccm Saccharaselösung und 0,7 ccm 
einer lproz. Saccharoselösung in R (0) eingefüllt und bei Zimmer- 
temperatur 20 bzw. 40 Minuten reine CO, durchgeleitett. Nachdem 
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das Ferment durch direktes, vorsichtiges Erhitzen abgetötet und das 
Reaktionsgemisch mit etwa 0,05g NaHCO, in Substanz versetzt 
war, wurde nach weiterem Zusatz von 0,5ccm Bakterienemulsion 
[Aufschwemmung von reiner Colikultur auf Schrägagar in R (10)] das 
ganze der anaeroben Spaltung unterworfen.: Als Kontrolle diente 
in 25 ein analoger Versuch ohne Saccharose. In Gefäß 21 wurde ferner 
die Spaltung des Rohrzuckers bei Gegenwart von O, durch Saccharase- 
lösung ohne B. coli beobachtet. 


Tabelle VI. 
Saccharasebestimmung. 


Aus dem Ferment-Substratgemisch wurden die Proben bei Beginn 
der Spaltung und nach 11 bzw. 20 Minuten entnommen, das Invertin 
durch Aufkochen zerstört und nach Neutralisation mit Bicarbonat 


f Laeiulose 
BE EEE EEE ER IP 
BEE A ER 


140 





120 


0 10 20 Jo 40 50 60 70 do 
Abb. 7 (zu Tabelle VI). 


gegen Lackmus 1,0 ccm in Gefäß 26 bzw. 27 und 22 untersucht. 23 ist 
eine Kontrolle mit Ferment ohne Substrat, die der Einwirkung von 
Coli ausgesetzt wird, 25 eine anaerobe Lävulosespaltung durch Coli bis 
zum völligen Verschwinden des Zuckers. 
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Gefäß-Nr. 


































5Min..... 80 45'—65 35 40 20 

Ian ea 155 85 —75 45 27,0 14,0 

ID: ne 29,5 170|—80 45 59,0 30,5 

20: an 450 25,0| — 8,0 4,5 ‚0 4,5 | 97,0 50,5 | 97,0 50,0 

ENEE 0 0 

r E E E $ 66,0 37,0| —8,0 4,5 | + 8,0 4,5 | 15,5 8,0 | 26,5 14,0 

e 89,0 49,5 8,0 4,5 | 24,0 12,5 | 68,0 35,0 

BB nun 8,0 4,5 | 25,5 13,0 | 96,0 49,5 

AO: Su 0 25,0 13,0 | 99,0 51,0 

(EES | 25,0 13,0 | 99,5 51,5 

Ben | 98,5 51,0 

EEE | 

60 p ‘a | | 

65 une | , 

HENSEN | | 

et SC i 

en 16.0 | | 

a ee 6,872 7,059 | 6,589 6,457 | 6,441 

ECO. 6 wos ! 0557 | 0,573 | 0,532 0,521 | 0,518 
Berichtigung 


zur Mitteilung von Artturi I. Virtanen, Der Mechanismus der Insulin- 
wirkung, diese Zeitschr. 171, 76, 1926: 


S. 78, Zeile 21 von oben: 
statt Phosphatase soll es heißen Phosphatese. 
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Über eine neue titrimetrische Bestimmungsmethode 
für schweflige Säure und Sulfite. 


Von 
Gustaf Alsterberg. 


(Aus dem zoologischen Institut der Universität Lund.) 
(Eingegangen am 25. März 1926.) 


Die quantitative Bestimmung der schwefligen Säure begegnet 
merkwürdigerweise recht großen Schwierigkeiten, obwohl diese Substanz 
— besonders als Reduktionsmittel — sehr reaktionsfähig ist. Dies 
beruht teils darauf, daß die schweflige Säure sehr leicht flüchtig ist, 
teils auf den oft sich einstellenden Nebenreaktionen, die das quantitative 
Ergebnis stören. 


Die wichtigsten titrimetrischen Analysenmethoden gehen davon aus, 
daß die schweflige Säure in saurer Lösung von freiem Jod quantitativ zu 
Schwefelsäure oxydiert wird. Dabei sind aber mehrere Umstände zu be- 
rücksichtigen, die zu verschiedenen Modifikationen Anlaß gaben. Du- 
pasquier (zitiert nach Treadwell 1923, S. 596) wendete die Methode in ihrer 
einfachsten Form an: er titrierte direkt schweflige Säure mit Jodlösung; 
Stärke diente als Indikator. Bunsen (1854) legte dar, daß man bei An- 
wendung dieser Methodik nur dann richtige Werte erhält, wenn es sich um 
die Analyse sehr geringer SO,-Mengen handelt. Finkener (1871) und 
Volhard (1887) wiesen jedoch nach, daß man auch bei größeren SO,-Mengen 
zu genauen Ergebnissen kommt, wenn man bei der Bestimmung die Lösung 
der schwefligen Säure zur Jodlösung hinzugibt (nicht vice versa wie Du- 
pasquier). Ashley (1905) modifizierte ein zuerst von Fordos und Gélis (1840) 
sowie Rupp (1902) angewandtes Verfahren, indem er die Lösung, welche 
schweflige Säure oder Sulfite enthält, mit Natriumbicarbonat und Jod- 
lösung in großem Überschuß versetzte; nach dem Ansäuern wird der Jod- 
überschuß vermittelst Hyposulfit bestimmt. Im allgemeinen erhält man 
bei der Verwendung dieser verschiedenen Methoden zu niedrige Werte, 
was auf mehrere Umstände zurückgeführt wurde. Nach Raschige Auf- 
fassung (1904) hat man erstens mit der Flüchtigkeit der Substanz zu rechnen; 
zweitens oxydiert der im Wasser gelöste elementare Sauerstoff SO, zu SO,, 
ein Vorgang, der ebenfalls zu kleine Analysenwerte hervorruft. Das Defizit 
des Analysenresultats wurde auch damit zu erklären versucht, daß sich 
bei der Einwirkung des Jods auf schweflige Säure eventuell verschiedene 
Polythionsäuren bilden, aber diese Erklärung wird von anderen Forschern, 
z. B. von Spring und Bourgeois (1892), sowie von Raschig (l. c.) energisch 
abgelehnt. 
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Schumacher und Feder (1905) arbeiteten folgendes Verfahren aus: 
die schweflige Säure wird mit Jodat im Überschuß versetzt, worauf das 
ausgeschiedene Jod mit Hilfe einer eingestellten Hyposulfitlösung titri- 
metrisch bestimmt wird. Um zu verhindern, daß das bei der Titration 
entstandene Jodid noch einmal auf den noch immer vorhandenen Jodat- 
überschuß einwirkt, neutralisiert man die Lösung mit Calciumcarbonst. 
Der Hyposulfitverbrauch entspricht direkt der Menge der vorhandenen 
schwefligen Säure. 

Es existieren auch mehrere Modifizierungen von acidimetrischen 
Methoden. Die einfachste besteht hauptsächlich darin, daß die echweflige 
Säure von einer bekannten Menge Lauge im Überschuß absorbiert wird, 
den man dann durch eine Resttitration mit Methylorange als Indikator 
acidimetrisch bestimmt; andere Indikatoren ergeben keinen scharfen 
Umschlag. Sonst kann man den Umschlag verschärfen, indem man die 
schweflige Säure mit Wasserstoffsuperoxyd zu Schwefelsäure oxydiert. 
Froboese (1920) hat ein besonderes Verfahren ausgearbeitet: die frei ge- 
gewordene schweflige Säure wird in einem Destillat aufgefangen, das eine 
bestimmte Menge Natriumbicarbonat enthält, und darauf mit Wasserstoff- 
superoxyd zu Schwefelsäure oxydiert. Den Bicarbonatüberschuß bestimmt 
man durch Rücktitration mit eingestellter Salzsäure und Methylorange 
als Indikator. Die Differenz im Bicarbonatgehalt entspricht der Menge 
absorbierter schwefliger Säure. 

Eine andere Art der SO,-Bestimmung bestand darin, daß das Gas 
von Permanganatlösungen absorbiert wurde; darauf erfolgte eine Rück- 
titration der restlichen Permanganatmenge. Bei diesem Verfahren, besonders 
in saurer Lösung, besteht jedoch die Gefahr, daß die Reaktion nicht quan- 
titativ erfolgt, sondern daß sich zugleich Dithionate bilden (siehe z. B. Hönig 
und Zatzek, 1883; Dumond und Hughes, 1896/97). Inneutraler oderalkalischer 
Lösung verläuft indessen die Oxydation vollständig (Hönig und Zatzek, 
L e: Kolthoff, 1925). 

Eine Bestimmungsmethode von Zendrixson (1925) besteht in einer 
direkten Titration von schwefliger Säure mit Jodatlösung und Stärke 
als Indikator. Die Methode gibt ausgezeichnete Resultate, doch ist 
leider ein besonderer Apparat nötig wegen der Flüchtigkeit der schwef- 
ligen Säure. 

Außerdem gibt es auch noch mehrere andere verschiedenartig ge- 
staltete Bestimmungsmethoden. 


I. Neue Methode zur titrimetrischen Analyse der schwefligen Säure und 
Sulfite vermittelst Permanganat. 

Eine direkte Bestimmung finden wir in den von ‚Schumacher 
und Feder (l. c.) und von Hendrixson (l. c.) ausgearbeiteten Methoden. 
Alle anderen besprochenen Methoden bestehen, wenigstens in ihrer 
gewöhnlichen Form, in Resttitrationen. Diese ergeben aber besonders 
dann ungenaue Resultate, wenn es sich um die Bestimmung kleinerer 
SO,-Mengen handelt. Auch erfordern Resttitrationen im allgemeinen 
mehr Arbeit als direkte Titrationen. Ich gehe nunmehr zu einer 
Besprechung meiner eigenen Methode über, die ein direktes Bestimmungs- 
verfahren darstellt, und demnach dem Verfahren von Schumacher und 
Feder und von Hendrixson an die Seite zu stellen ist. 
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1. Prinzipien der neuen Methode. Wie schon erwähnt, gibt eine 
direkte Titration von SO, oder Sulfiten mit Permanganat fehlerhafte 
Werte, da die schweflige Säure nur zum Teil zu Schwefelsäure, zum Teil 
aber zu Dithionsäure oxydiert wird. Bedient man sich aber eines 
Umweges, so kann die Oxydation quantitativ verlaufen. Die schweflige 
Säure läßt sich nämlich mit Hilfe von Jodeyan quantitativ zu Schwefel- 
säure oxydieren, eine Reaktion, die von v. Meyer (1887) sehr eingehend 
untersucht worden ist. Auf Grund seiner Arbeiten wirken die beiden 
Substanzen nach folgender Gleichung aufeinander ein: 


SO, + JCN+2H,0 =H,S0,+HJ + HCN (1) 


Der entstandene Jodwasserstoff läßt sich quantitativ durch Oxy- 
dation mit Permanganat in saurer Lösung bestimmen (Mc Culloch, 
1888; Alsterberg, 1926). 


?2KMnO, + 5 HJ +5HCN +3H,SO, 
= K,S0, +2MnS0, +8H,0 +5JCN (2) 


Werden die Resultate der beiden für den Analysenverlauf wesent- 
lichen Reaktionen summiert, so erhält man folgende Gleichung, die 
den für die neue Methode geltenden stöchiometrischen Berechnungen 
zugrunde liegt: 


Aus der oben angeführten Gleichung geht hervor, daß hier eine 
Möglichkeit vorliegt, die schweflige Säure und ihre Salze mit ein- 
gestellter Permanganatlösung durch direkte Titration zu bestimmen. 

Man muß das Jodceyan im Überschuß anwenden, wodurch gewisse 
Nebenreaktionen hervorgerufen werden. Die mit schwefliger Säure 
versetzte saure Jodceyanlösung wird braun, denn das überschüssige 
Jodeyan bewirkt auf den entstandenen Jodwasserstoff unter Frei- 
setzung von Jod eine reversible Reaktion: 


JCN+HJ 2 JL HCH 


Dieser Nebenreaktion kommt aber in Hinsicht auf das Analysen- 
resultat keinerlei Bedeutung zu, denn bei der Permanganatoxydation 
entsprechen die beiden auf diese Weise entstandenen Jodatome dem 
Jedwasserstoffmolekül, das bei ihrer Entstehung verbraucht wurde. 
Das geht aus einem Vergleich der nachfolgenden Gleichung mit der 
vorher unter (2) angeführten hervor: 


2 KMnO, +5 Ja + 10 HCN + 3H,S0, 
= K,SO, + 2MnSO, +10 JCN + 5 H,O. 
Die Permanganattitration läßt sich sehr leicht ausführen. Der 
Umschlagspunkt wird in derselben Weise ermittelt wie bei der Titration 
15* 
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von ÖOxalsäure mit Permanganatlösung. Ein geringer Permanganat- 
überschuß wird durch die auftretende Rosafärbung der Lösung markiert, 
die unmittelbar vor dem Umschlag farblos wird, während sie vorher 
durch das vorhandene Jod braun gefärbt war. Infolge aller dieser 
Umstände ist kein Übertitrieren zu befürchten, falls man die Farben- 
veränderungen der Lösung einigermaßen beachtet. 

Unter Zugrundelegung derselben Prinzipien, aber mit Anwendung 
anderer Oxydationsmittel, hat Lang (1922, 1923, 1924, 1925a, 1925b, 
1925c) eine Anzahl von neuen schönen Bestimmungsmethoden aus- 
gearbeitet. Jedoch fehlte noch für die schweflige Säure eine gute oxydi- 
metrische Methode, die ich, ohne die Untersuchungen Langs zu kennen, 
ganz selbständig ausgearbeitet habe. 


2. Kontrollanalytische Untersuchung der neuen Methode. Ich prüfte 
die neue Methode durch Parallelanalysen, die teils nach meiner oben 
angeführten Methode, teils mit genau denselben Substanzmengen 
nach der Jodoxydationsmethode mit Jod im Überschuß und darauf 
folgender Rücktitration ausgeführt wurden. 


Als Ausgangsmaterial diente eine etwa n/l0 Natriumbisulfitlösung, 
von der bestimmte Mengen genommen wurden; bei den Parallelanalysen 
wurde stets die gleiche Pipette verwendet. Die ebenfalls etwa n/10 Per- 
manganat- und Hyposulfitlösungen wurden nach der von mir ausgearbeiteten 
Jodkaliummethode (Alsterberg, 1. c.) eingestellt. Bei der Bestimmung der 
schwefligen Säure nach der Permanganatmeihode wurde jede Probe mit 
IO ccm einer gesättigten Jodeyanlösung versetzt; diese Jodeyanmenge 
entsprach ungefähr 40 cem n/10 Hyposulfit (= 0,33g JCN). Diese Jod- 
cyanlösung wurde mit etwa 100ccm Aqua dest. und 10ccm 1l0proz. 
Schwefelsäure versetzt. Ferner wurde Leem 10proz. Cyankaliumlösung 
zugefügt; allerdings bildet sich bei der Reduktion des Jodceyans eine 
Quantität Cyanwasserstotf, die dem ausgeschiedenen Jod und Jodwasser- 
stoff äquivalent ist. Es iet aber von Vorteil, mit einem Überschuß von 
Cyanwasserstoff zu arbeiten, da der Oxydationsverlauf bei dem Permanganat- 
zusatz in diesem Falle am glattesten vonstatten geht. Die derart bereitete 
Lösung wurde nun unter Schütteln mit der pipettierten Bisulfitlösung 
versetzt. Jetzt war die Probe zur unmittelbaren Titration fertig. Bei den 
Parallelanalysen nach der Jodoxydationsmethode mit darauffolgender 
Rücktitration des Jodüberschusses ging ich folgendermaßen vor: ich gab 
zu etwa 100 ccm Wasser bestimmte Mengen Jodlösung sowie 10 ccm 10proz. 
Schwefelsäure. Dann wurde mit derselben Pipette, die zum Abmessen der 
Bisulfitlösung bei der Analyse nach der Permanganatmethode gedient 
hatte, eine Quantität Bisulfit abgemessen, die der auf diese Weise bereiteten 
Jodlösung unter Umrühren zugefügt wurde. Die Menge der hinzugefügten 
Jodlösung wechselte je nach der Bisulfitmenge, aber im allgemeinen wurde 
ungefähr das Doppelte der erforderlichen Quantität hinzugegeben. Daher 
wurden bei jeder Analyse nach der Jodoxydierungsmethode zwei Titrationen 
susgeführt, teils eine Rücktitration des Überschusses der hinzugefügten 
Jodlösung, teils eine Titration der gesamten Menge hinzugefügten Jods; 
natürlich wurde bei beiden Entnahmen der Jodlösung die gleiche Pipette 
verwendet. 
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Tabelle I enthält eine Zusammenstellung der Analysenresultate nach 
beiden Methoden. Bei der Berechnung der prozentualen Abweichung 
diente der Analysenwert nach der Jodtitration als Standard. 











Tabelle I. 
SO, nach der nach der | on SES 
Permanganat» ee Abweichung Abweichung 
methode methode 
mg mg CR Proz. 
77,2 77,0 es o2 | +0,3 
58,3 58,1 +0,2 + 0,3 
38,8 38,7 + 0,1 | + 0,3 
19,4 19,5 — 0,1 — 0,5 
14,7 14,6 +02 + 0,4 
8,0 7,9 +0, +1,3 
4,0 | 4,0 + 0,0 + 0,0 


Aus der Tabelle geht hervor, daß die nach der Permanganat- 
titrationsmethode erhaltenen Werte mit den nach der Jodtitrations- 
methode erhaltenen recht gut übereinstimmen, obwohl die meisten 
etwas, aber unbedeutend, höher liegen. Das ist aber ein Umstand, der 
für die neue Methode spricht. In der Kritik, die sich gegen die Jod- 
titrationsmethodik richtete (siehe z.B. Treadwell, l.c., Raschig, l. c.), 
kam konsequent der Verdacht zum Ausdruck, man erhielte nach dieser 
Methode zu kleine Werte. Um das Defizit so gering wie möglich zu 
machen, empfahlen einige Forscher den Zusatz großer Jodüberschüsse 
(Ashley, L e) Wie ich oben eingehend darlegte, suchte man die Ursache 
dieser Defizite durch verschiedene Umstände zu erklären, und ich 
habe schon die Andeutung gemacht, daß Raschigs (l.c.) Ansicht richtig 
sein dürfte. Vielleicht entsteht außerdem eine minimale Menge von 
Polythionsäure, was aber mehrere Forscher energisch bestreiten. Ich 
vermute es deshalb, weil ich bei meinen sauerstoffanalytischen Unter- 
suchungen fand, daß Schwefelverbindungen (Rhodanide, H,S, SO,) 
bei der Oxydation mit verschiedenen Halogenen, Halogenverbindungen 
und anderen Oxydationsmitteln sehr leicht die Entstehung von Poly- 
thionsäuren verursachen, die dann in der Analyse störend auftreten. 
Es wäre deshalb merkwürdig, wenn Jod und Jodcyan hier Ausnahmen 
bildeten, wenn auch die unvollständig oxydierte Schwefelmenge sehr 
gering sein muß. Der etwas (wiewohl unbedeutend) höhere Analysen- 
wert nach der Permanganatoxydationsmethode würde darauf beruhen, 
daß die bei der Analyse nach dieser Methode entstandenen Polythion- 
säuren, die hier höherer Art sein müssen, vom Permanganat zu Schwefel- 
saure oxydiert werden, also eine korrigierende Reaktion zustandekommt, 
die bei der Analyse nach der Jodoxydierungsmethode ausgeschlossen ist. 

d, Die Zusatzordnung von Reagens und Analysenflüssigkeiten. Bei 
den früher beschriebenen Methoden fanden wir, daß die Zusatzordnung 
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bei der Analyse von schwefliger Säure und Sulfiten eine große Rolle 
spielt. Bei der Analyse nach der Jodtitrationsmethode konstatierte 
man, daß man nur dann richtige Werte erhält, wenn man die schweflige 
Säure zur Jodlösung gibt und nicht umgekehrt, Umstände, die für 
die praktische Ausführung der Analyse natürlich ab und zu er- 
schwerend sind. Selbstverständlich war es äußerst interessant zu 
erfahren, inwiefern die Zusatzordnung auch bei der Analyse nach der 
Permanganatmethode dieselbe dominierende Rolle spielt. Zur Analysen- 
methodik gehört außerdem ein Schwefelsäurezusatz, und es war wichtig, 
festzustellen, welche Bedeutung einer Änderung in der Zusatzordnung 
mit Rücksicht auf dieses Reagens zukam. Da SO, eine sehr flüchtige 
Substanz ist, war ja hier ein gewisser Einfluß zu erwarten. 

Ich möchte nunmehr eine Serie hierher gehöriger Analysen mitteilen. 
Jede Probe wurde mit denselben Reagenzien in denselben Mengen versetzt 
wie im oben angeführten Fall. Nur die Zusatzordnung wechselte. Dann 
wurden die Proben mit Permanganatlösung titriert. In Tabelie H wird die 
Zusatzordnung durch die Reihenfolge in der Aufzählung angegeben. 
Dabei bedeutet +, daß die beiden Reagenzien erst zusammengemischt 
wurden. Dann wurde die Mischung mit den übrigen versetzt oder zugesetzt. 


Diese letzteren Prozesse werden mit —> markiert, und die Richtung des 
Pfeiles gibt die Zusatzordnung an. 














Tabelle II. 
Nr. Zisizo Permanganatverbrauch pro Probe 
1 Bisulfit + Jodeyan — Säure . . . . 22,44 
2 | Bisulfit — Jodeyan + Säure... . 22,44 
3 || Jodeyan + Bisulfit — Säure... . 22,44 
4 | Jodeyan + Säure — Bisulfit . . . . 22,40 
5 |J odeyan — Bisulfit + Säure . 22,37 
6 | Jodeyan + Säure — Bisulfit + Säure 22,30 
(5 ccm) (5 ccm) 


Aus den Ziffern geht mit aller Deutlichkeit hervor, daß es ganz 
gleichgültig ist, ob man das Bisulfit zum Jodeyan gibt oder das Jodeyan 
zum Bisulfit (vgl. Versuch 1 und 3). Doch scheinen sowohl die Ziffern 
dieser Tabelle als auch andere, hier nicht mitgeteilte Resultate dafür 
zu sprechen, daß es nicht gleichgültig ist, ob man das Bisulfit zu saurem 
Jodeyan gibt oder umgekehrt (vgl. Versuch 1 und 4), denn in letzterem 
Falle ergibt sich ein — wenn auch unbedeutend — niedrigerer Wert. 
Wenn man vorher angesäuertes Jodeyan zu Bisulfit gibt, scheint eine, 
allerdings sehr geringe, Quantität SO, zu verdunsten, was beim Zusatz 
von Bisulfit zu angesäuertem Jodcyan nicht der Fall zu sein scheint. 
Das ist sehr leicht zu verstehen ; versetzt man die Probe unter kräftigem 
Umrühren mit saurem Jodceyan, so wird sie zu Anfang des Jodcyan- 


Titrimetrische Bestimmungsmethode für SO, und Sulfite. 229 


zusatzes sauer, teils infolge der neu entstandenen Schwefelsäure sowie 
des Jodwasserstoffes, während der Überschuß an Oxydierungsmittel 
noch fehlt; dieser letztere Umstand trifft aber beim entgegengesetzten 
Verfahren nicht ein. Gerade während dieser kurzen Zeit, wo die Bisulfit- 
lösung sauer ist, ein Überschuß an oxydierenden Stoffen aber noch 
fehlt, setzt eine (wiewohl geringe) störende SO,-Verdunstung ein. 
Dep ein Fehler bezüglich der Reihenfolge der Ansäuerung relativ viel 
bedeutet, geht aus den Versuchen 5 und 6 hervor; in beiden Fällen 
wurde das Bisulfit vor Zusatz des Oxydierungsmittels angesäuert, und 
in beiden Fällen ergab sich ein deutliches Defizit. 

Es ließ sich sehr leicht konstatieren, daß diese Defizite durch die 
Flüchtigkeit der Substanz verursacht wurden: beim Jodcyanzusatz, 
der mittels Pipette erfolgte, wurden die letzten an der Pipette haftenden 
Tropfen rasch braun, weil sie die schweflige Säure absorbierten, die 
sich in der Atmosphäre oberhalb der Flüssigkeitsoberfläche im Erlen- 
meyerkolben befand. In diesem Zusammenhang möchte ich übrigens 
darauf hinweisen, daß Jodeyan sich viel leichter anwenden läßt als 
Jodsäure, wenn es sich darum handelt, festzustellen, ob schweflige 
Säure vorhanden ist. 

4. Reaktion der Analysenprobe. Mit Rücksicht auf diese zuletzt 
erwähnten Tatsachen sollte man sich vorstellen, daß eine Alkalisierung 
der Probe vielleicht für den Jodeyanzusatz vorteilhaft wäre, weil es 
dann nicht zu einer SO,-Verdunstung käme. Hier entstehen aber 
andere Fehler. 

Ich werde einige Analysenwerte mitteilen, die unter diese Prinzipien 
fallen. Die Reagenzien sind genau dieselben wie in der vorhergehenden 
Serie, und die Tabelle III ist nach genau denselben Prinzipien angeordnet 
wie die eben angeführte. Das Experiment unterscheidet sich nur dadurch 


von den vorhergehenden, daß in den Experimenten 2 und 3 1 cem l5proz. 
Natronlauge hinzugefügt wurde. 








ji ae m a - —— ee 
Nr. d Zusatzordnung ine pro Probe 











| 


1 | Bisulfit + Jodeyan —> Sāure . ... | 22,44 
| Alkal. Bisulfit —> Jodeyan + Säure . | 2192 
3 || Jodeyan + Säure — alkal. Bisulfit . | 21,65 


Ein Vergleich der Werte 2 und 3 mit dem Normalwert 1 ergibt 
ohne weiteres, daß ein vorhandener Alkaliüberschuß äußerst störend 
wirkt und einen ausgeprägten Minderverbrauch an Permanganatlösung 
zur Folge hat. Vermutlich haben wir es hier mit Fällen zu tun, wo 
die von Raschig (l. c.) beschriebene Sauerstoffaktivierung ihren störenden 
Einfluß geltend macht. Man kann sich auch fragen, ob nicht das Jod- 
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cyan die schweflige Säure beim Vorhandensein von freiem Alkali zu 
Dithionsäure oxydiert. Jedenfalls sind die Verhältnisse äußerst kom- 
pliziert, und die hier angeschnittenen Fragen sind auch nicht endgültig 
geklärt. 

Die Reaktion der Analysenprobe ist also mit Rücksicht auf die 
Genauigkeit des Analysenwertes ein außerordentlich wichtiger Faktor. 
Ich will die Frage durch ein weiteres Experiment beleuchten, das nach 
denselben Prinzipien angeordnet ist, wie die früher beschriebenen 
Versuche, 


In dieser Serie war die Zusatzordnung die ganze Zeit hindurch gleich, 
indem ich das mit der Pipette entnommene Bisulfit zum Jodcyan gab. 
Das Jodcyan wurde gleich vor dem Bisulfitzusatz mit 100 ccm Aqua dest. 
und verschiedenartigem Alkali oder mit Säure versetzt oder in neutraler 
Form verwendet. Die Proben wurden nach einer Einwirkungszeit von 
5 Minuten mit der Permanganatlösung titriert. 





Tabelle IV. 
Nr. | Zusatz zum Jodcyan a leisen pro Erone 
Lu Leem lő proz. NOH ....... 22,79 
2 | 0,2g Natriumbicarbonat . . .... 22,49 
3 | Kein Zusatz... ... 2 2200. 22,44 
4 10 cem 10 proz. H8O.. ..... 22,44 


Merkwürdig ist in diesem Falle der Mehrverbrauch an Permanganat- 
lösung als Resultat des Alkalizusatzes, während wir im früheren Falle 
einen Minderverbrauch derselben Lösung erhielten. In diesem Falle 
ist aber das abweichende Resultat mit Rücksicht auf das auftretende 
Mehrverbrauchsphänomen leicht zu verstehen, es ist eine Folge 
des Alkalizusatzes zum Jodcyan; das Jodceyan wird beim Laugenzusatz 
bis zu einem gewissen Grade zu Cyanat und Jodid hydrolysiert: 


JCN+2NaOH = NaOCN + NaJ + H,O. 


So läßt sich das Resultat der betreffenden Reaktion folgender- 
maßen zusammenfassen. Ein Alkalizusatz zur schwefligen Säure, die 
analysiert werden soll, verändert das Resultat in der Weise, daß der 
Wert der analysierten schwefligen Säure zu gering wird, da möglicher- 
weise der aktivierte elementare Sauerstoff das vorhandene Sulfit 
oxydiertt. Ein Alkalizusatz zum Jodcyan verändert das Resultat in 
der Weise, daß der Wert der analysierten schwefligen Säure zu hoch 
ausfällt. An der hierbei auftretenden Nebenreaktion hat die zugefügte 
schweflige Säure keinen Anteil, sondern die Störung beruht ausschließlich 
auf einer Hydrolyse des Jodeyans zu Cyanat und Jodid. 

5. Vorschriften für die neue Analysenmelhode. Die schweflige 
Säure enthaltende Lösung wird, ob neutral oder sauer, mit Jodcyan 
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versetzt, man kann natürlich auch die schweflige Säure zur Jodcyan- 
lösung hinzugeben. Das Jodeyan wird im Überschuß, am besten 
mindestens die doppelte oder mehrfache Menge, angewandt. Ein solcher 
Jodcyanzusatz im Überschuß läßt sich in der Weise kontrollieren, daß 
sich die angesäuerte Lösung infolge der Jodabscheidung stark braun 
färbt, während die Lösung bei geringem Überschuß lichtgelb — farblos 
wird; doch ist darauf hinzuweisen, daß die Lösung auch dann hell ist, 
wenn nur eine geringe Menge schwefliger Säure vorhanden ist. Welcher 
der beiden Fälle vorliegt, läßt sich leicht durch einen weiteren Jod- 
cyanzusatz entscheiden, wobei sich die Lösung bei geringem Überschuß 
stärker färbt, bei großem Überschuß aber ihre Farbe unverändert 
beibehält. Ist die Probe alkalisch, so muß sie unmittelbar vor dem 
Jodcyanzusatz angesäuert werden, doch ist hier wegen der Flüchtigkeit 
der Substanz Vorsicht geboten. .Bei der Analyse ist zu vermeiden, daß 
das Jodcyan zur alkalischen Lösung gegeben wird. Wenn man die 
Probe mit Jodeyan behandelt hat, versetzt man sie mit 10 ccm 10proz. 
Schwefelsäure und 1 ccm l0proz. Cyankaliumlösung. Darauf kann die 
Titration mit Permanganat erfolgen. Zu einer quantitativen Prüfung 
der schwefligen Säure kann man sich der Jodcyanlösung bedienen; 
ein Tropfen an einem Glasstab, den man über die angesäuerte Probe 
hält, wird beim geringsten Vorhandensein von schwefliger Säure braun 
oder (falls Stärke zum Jodeyan gegeben wurde) blau. 


IL, Erschwerende Umstände bei der Analyse von schwelliger Säure und 
Sulfiten. 

Praktisch dürfte die schweflige Säure bei der Analyse selten in der 
Form vorliegen, daß man unmittelbar eine titrimetrische Analyse nach 
der einen oder anderen Methode vornehmen kann. Das geht z.B. 
deutlich aus den Untersuchungen Froboeses (l.c.) hervor. Man muß 
daher im allgemeinen folgendermaßen vorgehen: man gibt Säure zu 
der Flüssigkeit, die zur Untersuchung vorliegt, destilliert dann die 
frei gewordene schweflige Säure über und fängt sie in einer absorbierenden 
Flüssigkeit auf, die alsdann analysiert wird. Froboese weist aber gleich- 
zeitig darauf hin, daß die Analyse selbst bei diesem Verfahren durch 
verunreinigende Produkte kompliziert werden kann, die gleichzeitig 
mit überdestillieren. Er arbeitete im Hinblick darauf eine weiter oben 
besprochene Methode aus, die davon ausgeht, daß freies SO, von einer 
Natriumbicarbonatlösung quantitativ absorbiert wird, während die 
Verunreinigungen, z. B. H,S (das, wenn auch in geringer Menge, gleich- 
zeitig mit SO, vorkommen kann) nicht absorbiert werden. Ich unter- 
suchte diesen Befund nicht durch eigene Kontrollanalysen, bin aber 
der Ansicht, daß sich die direkte Titrationsmethode mit Permanganat- 
oxydation ebenso wie die früher besprochene acidimetrische Rück- 
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titration Frroboeses bei diesem Destillat anwenden läßt. In besonders 
komplizierten Fällen wäre auch eine Fällung und ein Auswaschen des im 
Destillat aufgefangenen SO, (z.B. mit Barythydrat) in Betracht zu 
ziehen. Ich will an dieser Stelle nicht näher auf diese Fragen eingehen, 
die hier die Form einer Arbeitshypothese annehmen müssen, deren ich 
mich bei eventuellen späteren Untersuchungen auf diesem Gebiet zu 
bedienen gedenke. 


Ich will hiermit Herrn Professor Dr. O. Collenberg, Lund, ergebenst 
danken für sein Interesse an dieser Untersuchung. 
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Neutralsalze in der Hochspannung. 


Von 
R. Keller und J. Gicklhorn. 


(Eingegangen am 16. Februar 1926.) 


Eine der unerklärlichsten Erscheinungen der physiologischen 
Chemie ist die gerichtete Permeabilität, die spezifische Wanderung 
oder wie man sie sonst nennen will, des Kochsalzes und ähnlicher 
Verbindungen im Organismus. Sie ist allen genauen Untersuchern 
seit Cohnheim schon im Darm auffällig entgegengetreten. Der Dünn- 
darm resorbiert nicht nur Ringerlösung und Wasser, sondern sogar 
sein eigenes Serum, wenn man es in das Innere des Darmes bringt. 
Ebenso rätselhaft ist das Verhalten der gewundenen Kanälchen der 
Wirbeltierniere, die aus dem Ultrafiltrat des Blutes, das aus dem 
Grlomerulus in den Anfangsteil der Kanälchen fließt, Wasser und Koch- 
salz sowie eine Reihe anderer Stoffe (nach unserer Terminologie: 
kathodisch wandernde) aus dem Filtrat zurückresorbiert, so daß eine 
in gewisser Beziehung konzentriertere Lösung, der Harn, aus ihnen 
abfließt. Der Sachverhalt ist in der jüngsten Zeit durch Mitarbeiter 
des Hoeberschen Laboratoriums [Mond, David, Yoshida u. a.1)] genau 
ermittelt worden. 

Als Regel, fast als Gesetz kann aus der Literatur als festetehend be- 
zeichnet werden, daß das Kochsalz immer mit dem Wasser wandert. Vom 
Wasser wissen wir sicher, daß es bei nicht zu starker Acidität, so wie es im 
Organismus gewöhnlich vorkommt, zur Kathode wandert, wie allgemein 
angenommen wird, infolge seiner exzeptionell hohen Dielektrizitäts- 
konstante. Daß Neutralsalze vom Typus des Kochsalzes eine kataphoreti- 
sche Wanderungsrichtung nach einer bestimmten Elektrode haben sollten, 
das ist niemals im Stromfeld beobachtet worden. Nach bekannten Grund- 


gesetzen der physikalischen Chemie ist dies bei einem so starken Elektrolyten, 
der durch den Strom zerlegt wird und dessen Ionen dann nach beiden 


1) Pflügers Arch. 208, 166, 1925; 205, 50, 1924; Hoebers, Physikal. 
Chem. der Zelle 2, Heft 5, S. 808, 1924. Daselbst Literaturübersichten. 
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Elektroden wandern müssen, theoretisch unmöglich. Es gab aber doch 
eine Reihe älterer Beobachtungen, die eine Hinneigung des Kochsalzes 
zumindest zu elektrostatisch negativen Punkten vermuten lassen müssen. 
So hat Oden gefunden, daß das negative Schwefelsol eine molekulare Lage 
Natriumchlorid adsorbiert, und es ist den Kolloidchemikern bekannt, daß 
negative Gelatine Wasser zusammen mit Kochsalz adsorbiert oder anzieht, 
wie die Froschhaut, die Darmschleimhaut, das Epithel der Tubuli contorti 
der Niere. Alle diese Gewebe sind nach unseren mikroelektrischen Unter- 
suchungen negativ geladen. 

Der eine von uns (Keller) hat schon vor Jahren in nicht veröffentlichten 
Versuchen Neutralsalzlösungen mit der Hochspannung der Influenz- 
elektrisiermaschine behandelt, ferner mit Strömen von etwa 300 Volt 
und ungemein kleiner Stromstärke (die Platinelektroden mit isolierendem 
Lack überzogen), aber das erwartete Resultat nicht erzielt. Im vergangenen 
Jahre veröffentlichte Wertheimer seine an dieser Stelle mehrfach zitierten 
Versuche über die gerichtete Permeabilität der Froschhaut. In diesen 
quantitativen Experimenten trat mit großer Klarheit hervor, daß das Koch- 
salz in der lebenden Froschhaut und durch diese hindurch nach innen 
wanderte. Diese Versuche zusammen mit den Resultaten der Hoeberschen 
Schule und eine Reihe anderer Tatsachen schienen zwingend zu zeigen, 
daß unter den Verhältnissen des lebenden Organismus das Natriumchlorid 
eine eindeutige Beschleunigung nach der Richtung der Kathode erhält. 
Ein Autor Girard!) hat an der Hand von Experimenten nachzuweisen 
versucht, daß Wasser und Kochsalz elektrostatisch in den Membranen 
bewegt werden, hat damit jedoch ebensowenig ernste Beachtung gefunden 
wie andere, die diese Vermutung schon früher ausgeprochen haben. 


Als Fürth uns seinen Hochspannungsapparat mit der regulier- 
baren Spannung und Stromstärke übergab, waren unsere ersten Ver- 
suche dahin gerichtet, Kochsalz wandern zu lassen. Die ersten Experi- 
mente waren negativ oder undeutlich. Erst als wir über 500 Volt hinaus- 
gingen, wurde der Versuchsausfall eindeutig und reproduzierbar und 
bei 800 Volt und darüber wurde der Unterschied zwischen Kathode 
und Anode deutlich. Es zeigte sich, daß Kochsalz und die meisten 
anderen untersuchten Salze, selbst sogenannte saure Salze, weit über- 
wiegend an der Kathode angetroffen wurden. Mit der Veröffentlichung 
dieser Versuche haben wir einige Monate zurückgehalten, erstens weil 
wir erst eine Reihe von quantitativen Experimenten durchführen 
wollten, zweitens weil wir gehofft haben, etwas über die Ursachen oder 
den Mechanismus dieser auch physikalisch neuen Erscheinung er- 
mitteln zu können. Die Wägungen und Titrierungen haben die Tat- 
sache der Kathodizität der Neutralsalze bestätigt, die zweite Hoffnung 
hat sich bisher nicht erfüllt. Die Versuchsresultate sind physikalisch- 
chemisch ebenso unerklärlich wie am ersten Tage, wir müssen uns also 
vorläufig mit der Tatsache begnügen, daß die meisten Neutralsalze in 
Hochspannung mit minimaler Stromstärke sich an der Kathode vor- 


1) Girard, C. r. 150, 1446, 1910. 
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finden. Die naheliegendste Vermutung wäre die, daß Kochsalz als 
basisches Salz aufzufassen wäre, daß es infolge der starken Positivität 
seines Kations etwa von der Kathode angezogen wird und das Chlor- 
anion elektrostatisch mit zur Kathode nachschleppt, aber diese Ver- 
mutung ist wahrscheinlich unzutreffend. 

Man könnte einwenden, daß unsere Halbleiterelektroden zumeist 
poröse Substanzen sind, welche die Tendenz aller kapillaren Ober- 
flächen zeigen, unter Umständen oberflächenaktive Stoffe anzureichern. 
Aber, abgesehen davon, daß die Alkalineutralsalze ausgesprochen 
kapillar inaktive Verbindungen sind, zeigen die Verhältnisse an der 
Anode oder im Leerversuch ohne Strom, daß die kapillare Konzen- 
trationsfähigkeit allein nicht die Substanzen an der Kathode anreichert. 
Der Fürthsche Apparat verlangt, daß man die Elektroden achon auf- 
geladen durch Höherschrauben des Bechergläschens mit der Flüssigkeit 
in Berührung bringt. Taucht man die Elektroden ein und schaltet 
dann erst ein, so erhält man keinen so deutlichen Versuchsausfall, 
weil dann das gewöhnliche kapillare Aufsteigen eintritt, das seinerzeit 
die durch Goppelsroeder, Fichter-Sahlbom, Keller u. a. beschriebenen 
kapillarelektrischen Erscheinungen hervorruft, die sich eventuell mit 
den Resultaten des Versuchsstromes überlagern. 

Eine andere Erklärungsmöglichkeit wäre die bei diesen Versuchen 
sehr auffallende Elektroendosmose des Wassers. Wie erwähnt, geht 
Wasser, das nicht sehr sauer oder durch mehrwertige Metallsalze um- 
geladen ist, zur Kathode. Bei 500 oder 800 Volt verläuft die Wasser- 
bewegung ungemein stürmisch. Man sieht die Anode das Wasser geradezu 
wegverdampfen, sie ist in einer Minute trocken und muß fort- 
laufend von oben nachgewässert werden, wenn man den Strom nicht 
ganz unterbrechen will. Dagegen steigt das Wasser an der Kathode 
bei geeigneter Versuchsanordnung sehr rasch empor. 

Nach dem bisherigen Stande unserer Versuche möchten wir als 
sichergestellt nur ansehen, daß die Neutralsalze von der Wasserkata- 
phorese einfach mechanisch mitgeschleppt werden, müssen also vermuten, 
daß die starke Austrocknung bzw. Abwanderung des Wassers von der 
Anode die Hauptursache der ungleichen Verteilung des Neutralsalzes 
zwischen den beiden Polen ist. Eine Kataphorese im buchstäblichen 
Wortsinn läßt sich für Neutralsalze schwer vorstellen. Die Verhältnisse 
des lebenden Organismus lassen sich in einem physikalischen Modell- 
apparat nicht ohne weiteres nachahmen, da der Organismus infolge 
der ungemein großen Oberflächenentwicklung der Zellkolloide ver- 
gleichsweise riesige Potentialflächen als Elektroden zur Verfügung hat. 
Im physikalischen Modell kann man nur mit minimalen Stromenergien 
arbeiten und nur einige Minuten durchströmen, bevor die Metall- 
klemmen des Apparates Verunreinigungen durch Säure- oder Alkali- 
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produktion an die Halbleiter-Zwischenelektroden heranbringen. Der 
Nachweis der theoretisch zu erwartenden minimalen Analysenresultate 
setzt einen Reinheitsgrad der Materialien und Gläser voraus, über den 
wir zurzeit nicht verfügen. 


Trotzdem haben Titrationen mit mehrfach durchströmten Filtrier- 
papierelektroden ergeben, daß solche Kathoden beispielsweise 6 Proz. 
mehr Jodkalium enthielten als nichtdurchströmte Kontrollpapiere. 
Die Anodenpapiere scheiden wir zu Vergleichszwecken aus, weil gegen 
diese der berechtigte Einwand zu erheben ist, daß die Wasserabwanderung 
mechanisch das Neutralsalz von der Anode mitnimmt. 


Es sei nochmals hervorgehoben, daß unsere Versuche für eine 
aktive Wanderung oder Kataphorese in der Hochspannung nicht be- 
weisend sind, sie lassen nur erkennen, daß die bereits bekannte 
Wanderung von Neutralwasser oder alkalischem Wasser zur Kathode 
Neutralsalzmoleküle mitführt. Die endgültige Entscheidung dieses 
schwierigen Problems läßt sich nur von ungemein subtilen quantitativen 
Untersuchungen erwarten!). Vorgenommene Messungen haben ergeben, 


1) Anmerkung während der Korrektur: Während der Drucklegung 
dieser Arbeit erschien in dieser Zeitschr. 169, 199, 1926 eine Arbeit über die 
chemische Natur der Adsorption von K.C. Sen, dem offenbar derselbe 
Tatsachenkomplex in einer anderen Erscheinungsform zugrunde liegt. 
Der Autor hat beobachtet, daß negative Potentialflächen (nach unserer 
Terminologie Kathoden) nicht bloß Kationen festhalten, sondern auch ganze 
Neutralmoleküle, Kochsalz, Natriumsulfat usw., welche er von Mangan- 
dioxydhydrat, von Chromhydroxyd und ähnlichen negativen Adsorbenzien 
adsorbieren läßt. Er beschreibt auch Elektroendosmosen mit ähnlichen 
paradoxen Resultaten. Seine Beschreibung ist allerdings in der gegenwärtig 
herrschenden Ionenterminologie abgefaßt, aus der man den tatsächlichen 
Sachverhalt erst durch Ausscheidung der extremen Ionenannahmen zurück- 
gewinnen kann. Im Gegensatz zur klassischen Elektrochemie, welche 
nicht nur undissoziierte Moleküle voraussetzt, sondern auch bei den disso- 
ziierten die Anionen noch im losen Zusammenhang mit den Kationen voraus- 
setzt — sie werden bei Nernst elektrostatisch mitgeschleppt — herrscht 
zurzeit bei den biologischen Physikochemikern die Grundvorstellung der 
„freien‘‘ Ionen, die auch in der hier zitierten phänomenologisch äußerst 
interessanten Arbeit zutage tritt. Im Text wird beschrieben, daß negative 
Adsorbenzien nicht bloß Negatives adsorbieren, sondern auch Neutralsalze. 
In der Zusammenfassung heißt es: „Negative Ionen werden oft durch negativ 
geladene Oberflächen adsorbiert gemäß der chemischen Affinität, die zwischen 
beiden existiert‘. 

Der Autor zitiert auch ältere paradoxe Beobachtungen anderer Autoren, 
die in unserer Terminologie dieselbe Erscheinung beschreiben, die den 
Gegenstand dieser Arbeit bilden, z. B. einen Versuch von @lixelli, der bei 
der Ausfällung des stark negativen Arsensulfids durch Kaliumchlorid nicht 
bloß Kaliumionen am Arsensulfid adsorbiert fand, sondern ‚im Verhältnis 
dazu auch 50 Proz. Chlorionen‘, also nach unserer Bezeichnung 50 Proz. 
Neutralsalzmoleküle. 
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daß der Potentialabfall an den Halbleitern selbst nicht so steil ist, wie 
wir ihn erwartet haben. 


Wir haben allerdings die Empfindung, daß es auch uns nicht gelingen 
wird, diese in die gewohnten Regeln schwer einzuordnenden Beobachtungen 
ganz exakt darzustellen, zumal wir bisher keine Versuchsanordnung kon- 
struieren konnten, bei der die drei in Betracht kommenden Faktoren: die ` 
große Wasserbewegung, die nicht ganz unterdrückbare Elektrolyse und 
Ionenbewegung und das uns interessierende Verhalten der Neutralsalz- 
moleküle in der Hochspannung einwandfrei quantitativ voneinander ge- 
trennt werden. 


Während des Druckes dieser Arbeit wurden die Versuche fortgesetzt. 
Von den neueren Ergebnissen möchten wir zwei hervorheben, die in methodi- 
scher Beziehung bemerkenswert sind. Wie an früherer Stelle (diese Zeitschr. 
168, 97, 1926) hervorgehoben, bestand eine Unstimmigkeit zwischen dem 
Hochspannungsversuch und dem physiologischen Wanderungssinn bei den 
Farbstoffen der Kongogruppe (Kongorot, Kongorubin, Azoblau, Benzazurin). 
Inzwischen ist es uns gelungen, ganz frisches Serum zu erhalten. In diesem 
wandern ganz verdünnte Lösungen dieser Farbstoffe ebenso wie in der 
lebenden Zelle auch in der Hochspannung größtenteils zur Kathode. 


Ferner bestanden noch einige Unstimmigkeiten zwischen unseren 
Bestimmungen und den Permeabilitätsversuchen von E. Wertheimer, 
gedeutet nach unserem Schema der Froschhaut: innen (—), außen (+). 
Die weitaus überwiegende Mehrzahl der Wertheimerschen Durchströmungen 
stimmte genau mit dem elektrischen Wanderungssinn überein, so wie wir 
ihn vorher definierten, was um so überraschender ist, als Wertheimer selbst 
von der Annahme ausging, daß die Froschhaut umgekehrt außen negativ 
und innen positiv ist, mit der Begründung, daß die Säure nach außen wandert 
und daß die Säure durch die positiven Wasserstoffionen charakterisiert 
wird. Die Unstimmigkeit zwischen Wertheimers und unseren experimentellen 
Resultaten bezog sich auf zwei Stoffe, Wasser und Lävulose. Wasser, das 
zur Kathode wandert, mußte in der Froschhaut nach innen gehen, während 
Wertheimer gefunden hat, daß es nach außen geht. Da man in allen Hand- 
büchern der Physiologie angegeben findet, daß der Frosch durch die Haut 
Wasser von außen aufnimmt, so zweifelten wir nicht daran, daß Wertheimer, 
dessen übrige Beobachtungen, soweit wir sie wiederholten, richtig be- 
schrieben sind, beim Wasser einem Irrtum zum Opfer gefallen sein mußte. 
Der wirkliche Sachverhalt ist jedoch nicht so einfach. 


In einer großen Zahl von Versuchen, ausgeführt von A. Nistler mit 
Hilfe eines von ihm konstruierten Mikroosmometers, in dem ein Quadrat- 
zentimeter großes Hautstück zwischen zwei feste Kammern gespannt wird, 
die jede mit einer Kapillare mit Millimetermaßstab versehen sind, erhielten 
wir mit verschiedenen Winterfröschen zunächst ganz unregelmäßige 
Resultate, z. B. unter zehn Fröschen sechs mit Wasserwanderung nach 
außen, vier nach innen. Es ergab sich, daß die Wasserwanderung ungemein 
starken subjektiven Einflüssen des betreffenden Tieres unterliegt, wahr- 
scheinlich von Nerven, vom Ernährungszustand, von der Atmung oder 
anderen unbekannten Faktoren abhängt. Als Regel ließ sich konstatieren, 
daß je normaler das Tier, um so deutlicher der Wanderungssinn des 
Wassers nach innen, so wie die Literatur vor Wertheimer ihn beschreibt 
und so wie er elektrohistologisch erwartet werden mußte. 
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Sehr elegant läßt sich diese Erscheinung demonstrieren an den 
neuen Glasultrafiltern von Schott in Jena. Wir verdanken den Hinweis 
auf dieses Elektrodenmaterial Herrn Hofrat Prof. Dr. Rich. Zeynek, 
Direktor des medizinisch-chemischen Instituts der Prager Universität. 
Wenn man diese Ultrafilter aus Glas auf beiden Seiten als Halbleiter- 
Elektroden benutzt, so kann man an der Kathode die Salzanreicherung 

auf dem Glas schon mit freiem Auge sehen, besonders schön aber 
gefärbte Substanzen, die sich auf diese Weise bequem wägen lassen. 
Sehr instruktiv ist es, wenn man nun eine solche gefärbte Elektrode 
durch Umkehrung des Kommutators zur entgegengesetzten macht. 
Hierauf sieht man den Farbstoff oder das gefärbte Salz von der einen 
Elektrode absprühen und zur anderen hinüberwandern. In ganz kurzer 
Zeit ist die negative Elektrode, jetzt die positive, wieder farblos und 
entgegengesetzt gefärbt. Dieser Versuch dient dazu, die Vermutung 
zu widerlegen, als ob es sich um bloße Kapillarwirkungen, Adsorptionen 
und dergleichen handelte. 


Wichtig für die Demonstration ist es, die Stromstärke sehr klein 
zu halten. Wir arbeiten gewöhnlich mit einem Milliampere, oder 
etwas darunter für Elektroden, die etwa 1 qcm wirksame Fläche haben 
dürften, so daß also auf den Quadratmillimeter eine Stromdichte von 


Um diese Grundfrage der Hautpermeabilität genau zu untersuchen, 
ohne deren quantitative Festlegung alle Hautwanderungen anderer in 
Wasser gelöster Stoffe mit einem Woasserfehler behaftet bleiben müßten, 
gingen der eine von uns (Gicklhorn) mit A. Nistler mit fünf Mikroosmo- 
metern direkt an die Teiche bei Plan in Westböhmen und maßen die Wande- 
rung am lebenden Tiere, denen ein kleines Hautstück teilweise abgezogen 
und in das Osmometer geklemmt wurde, in der Weise, daß Kreislauf und 
Atmung erhalten blieben und die Tiere sich in ihrer natürlichen Umgebung 
befanden. Die Versuche und Kurven werden später veröffentlicht. In der 
Hauptsache ergab sich, daß im normalen Tiere und in der lebenden durch- 
bluteten Haut das Wasser ganz eindeutig nach innen wandert, in unserem 
Sinne also zur Kathode. Der Nerveneinfluß fällt in die Augen. Es genügt 
Kneifen am Bein, um die Wasserwanderung zu beeinflussen. Das Nachhause- 
nehmen des Tieres, das Aufbewahren in Kellern, in denen die Physiologen 
ihre Tiere halten, beeinträchtigt stark den normalen Wanderungssinn. 

Die abgezogene Haut kehrt nach einiger Zeit den Wanderungssinn um, 
bei abgehetzten oder schlecht genährten Fröschen oft schon 12 Minuten 
nach dem Ablösen vom Tier. Wertheimer hat also ganz richtig beobachtet, 
aber seine Tiere oder seine Häute hatten nicht mehr den normalen Wan- 
derungssinn für Wasser. Herr Priv.-Doz. Dr. E. Wertheimer (Halle), dem wir 
diesen Versuchsausfall mitteilten, verweist auf seine Arbeit in Pflügers Arch. 
201, 488, 1923, in der er ebenfalls unter bestimmten Umständen die Wasser- 
wanderung von außen nach innen als regelmäßig anerkennt. 

Die Unstimmigkeit zwischen Wertheimer und uns bezüglich der Lävulose, 
die bei uns positiver wandert, bleibt noch bestehen und soll später genau 
nachuntersucht werden. Alle anderen Stoffe verhalten sich jetzt in Übe S 
einstimmung mit ihrem elektrischen Wanderungssinn. 
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10 Mikroampere entfallen dürfte, was vermutlich eher größer als kleiner 
ist als die für physiologische Zellströme (im nicht erregten, nicht ge- 
reizten Zustande) in Betracht kommenden Stromdichten. Dagegen 
halten wir unsere Spannung pro Zentimeter für viel niedriger als die 
biologische Spannung auch an ruhenden Zellgrenzflächen. Wir werden 
uns bemühen, die Apparatur den physiologischen Verhältnissen noch 
mehr anzunähern, worauf wir hoffen, ein genaueres Resultat zu erhalten. 
Wir können wohl die Kochsalzanreicherung demonstrieren, doch 
gehen die Sulfate (beispielsweise in Niere und Darm) nicht den- 
selben Weg wie normale Mengen von Kochsalz, sondern verhalten sich 
in unserer Terminologie im Organismus relativ anodischer, was wir 
mit der bisherigen Hochspannung von 800 Volt im Modellapparat 
nicht reproduzieren können. 

Die Herabdrückung der Stromdichte bei den Versuchen ist sehr 
notwendig zur Unterdrückung der elektrolytischen Nebenwirkungen. 
Es ist einleuchtend, daß auch Spuren von Alkali an der Kathode oder 
von Säure an der Anode sofort Umladungen bewirken, also bei labilen 
Neutralkörpern den entgegengesetzten Wanderungssinn erzeugen. Wer 
eine Hochspannung hat, aber keine Meßinstrumente für Strom- 
stärken, kann sich durch ein Lackmuspapier als Elektrode davon über- 
zeugen, daß praktisch kein Strom mit Elektrolysewirkung durchfließt; 
ein solches Lackmuspapier darf, 10 Minuten durchströmt, auch an 
der Stelle des stärksten Potentialgefälles an der Oberfläche der Lösung 
keine Spur von Umfärbung zeigen, höchstens eine Entfärbung durch 
Abwanderung des Farbstoffs. Ein anderes Mittel, Stromschleifen zu 
entdecken, ist Kupfersulfat, bei dem sich Elektrolysen durch Aus- 
scheidung von dunklem Metall oder Oxyd statt des rein blauen Sulfats 
an der Kathode kenntlich machen. 

Indikatorpapiere sollen überhaupt stets zu Kontrollversuchen ver- 
wendet werden, da bisweilen die Stromkonstanten des Apparats sich 
während der Versuche durch allerlei Zufälligkeiten ändern. Kongorot- 
papier und Kongorubinpapier, das man sich selber anfertigen muß, sind 
nach einem geistreichen Gedanken des med. cand. Anton Nistler, den wir 
für orientierende, qualitative Vorversuche benutzen, ein bequemes Reagens 
für das Erscheinen von Neutralsalzen an der Kathode. Wie Wo. Ostwald 
entdeckt und beschrieben hat, werden diese Farbstoffe nicht bloß durch 
Säuren gebläut, sondern auch durch Elektrolyte, die sie grobdisperser 
machen oder zur Koagulation bringen, unter besonderen Umständen sogar 
durch Soda. Benutzt man ein solches Indikatorpapier als Kathode, bei 
der eine Säurewirkung auch bei beträchtlichem Stromdurchgang sich 
ausschließt, so kann man den Aufstieg der Neutralsalzlösung an der 
Elektrode, die man vorher mit der Lösung angefeuchtet hat, direkt durch 
die Bläuung sichtbar machen. 

Mit Indikatorpapieren als Hochspannungs-Halbleiterelektroden erhält 


man überhaupt sehr merkwürdige und nach den geläufigen Theorien 
schwer deutbare Resultate. Man kann nach zahlreichen derartigen Ver- 
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suchen, die wir speziell den neuen Clarkschen Indikatoren gewidmet haben, 
als eine Regel festhalten, daß bei hoher Spannung (800 Volt) eine gewisse 
Tendenz besteht zu paradoxen Färbungen, d. h. zum Basenumschlag an 
der Anode, zum Säureumschlag an der Kathode. Bei niedrigen Spannungen 
beobachtet man diese merkwürdigen Umfärbungen nicht. Zuweilen zeigen 
sich Zwischenfarben und Kontrastfarben auf derselben Elektrode, die bei 
dem betreffenden Farbstoff früher nicht beschrieben sind. In der Literatur 
finden wir nur die Versuche von Bethe und Toropoff an porösen Ton- 
diaphragmen, die zuerst solche Erscheinungen beobachtet haben !). 


Erwähnenswert sind vielleicht noch die Indikatorfärbungen mit ganz 

verdünnter Salzsäure. Chlorwasserstoff als Gas geht naturgemäß rein zur 
Anode. Konzentrierte oder mäßig verdünnte Säure läßt sich nicht mit der 
Fürthschen Hochspannung durchströmen. Sie ist wie alle starken Säuren 
ein sehr guter Leiter und man erhält Funken, bevor die angefeuchteten 
Elektroden die Flüssigkeit berühren. Nach der Berührung geht sofort ein 
sehr starker Strom durch die Säure, die Spannung sinkt rapid und die 
Amperemeternadel schwingt aus dem Meßkreis weit hinaus. 
- Man muß also sehr stark verdünnen, um Spannung und Stromstärke 
annähernd in den gewünschten Grenzen zu halten. Dann steigt die Säure 
rasch an der Kathode empor und rötet dort das Lackmuspapier. So schien 
es wenigstens bei den ersten Versuchen, aber die genauere Beobachtung 
und die Versuche, die Säurewanderung zum Basenpol zu deuten, ergab 
folgendes Bild, das wahrscheinlich den Tatsachen annähernd gerecht werden 
dürfte. Im ersten Augenblick steigt die Flüssigkeit immer an der Anode 
und rötet dort das Lackmuspapier. Nach ganz kurzer Zeit ist infolge der 
Hochspannung die Flüssigkeit zwischen den Elektroden säurefrei und ionen- 
frei, kenntlich an dem Rückgang der Amperemeternadel. Die Flüssigkeit, 
welche die Elektroden auf der Rückseite gegenüber den Stromlinien ergibt, 
enthält aber offenbar noch Säure, die in das säurefreie Gebiet zwischen die 
Elektroden diffundiert und dort rasch entionisiert wird. Das saure Wasser 
des ersten Augenblicks ging gesetzmäßig zur Anode, sobald aber das Wasser 
entsäuert ist, schlägt es sofort wieder seine gesetzmäßige Richtung zur 
Kathode ein und steigt dort rasch auf. Dabei zieht es offenbar durch 
Kohäsion der Flüssigkeit Säurespuren aus der Umgebung der Elektrode, 
namentlich der Rückseite mit hinauf, welche dann die Rotfärbung des 
Basenpols hervorbringen. 


Es ist kaum notwendig, hervorzuheben, welche Bedeutung die 
gerichtete Speicherung von Kochsalz und Neutralsalz im elektrischen 
Felde für die Physiologie der Säfte hat. Diese Erscheinung ist an- 
scheinend bei verschiedenen Salzen graduell verschieden. Wir bitten 
diese Mitteilung zunächst als eine vorläufige zu betrachten, da die 
Fülle des Ungewohnten der Hochspannungskataphorese die Übersicht 
über die Erscheinungen einigermaßen erschwert. Feste Regeln können 
erst gegeben werden, bis eine genügende Zahl von quantitativen Ver- 
suchen vorliegt, die gegenwärtig im Zuge sind. Für das Kochsalz 
können wir wohl als erste Anwendung voraussagen, daß wir es überall 
im Organismus in derselben Richtung wandernd vorfinden müssen, 





1) Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 597, 1915. 
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wie Wasser und Alkali. Einige Zitate, aufs Geratewohl herausgegriffen 
aus den bisher erschienenen Bänden von Oppenheimers Biochemie!), 
werden erhärten, daß das Zusammentreffen dieser Stoffklassen schon 
zahlreichen Untersuchern aufgefallen sind und daß diese elektive 
Wanderung und Speicherung sich mit der alten Niedrigspannungs- 
physik absolut nicht aufklären ließ. 

F. N. Schulz findet, der Mechanismus der Speicherung von Salz im 
Wasser und Gewebe sei „nicht genügend aufgeklärt“. Die Annahme 
„aktiver Sekretion‘‘ sei kene Erklärung, sondern der Verzicht auf eine 
Erklärung“. Die Lymphe ist alkalischer, kochsalz- und wasserreicher 
als das Blut?). Liquor cerebrospinalis und Humor aqueus (von Keller seit 
langem als Kathodenflüssigkeiten bezeichnet) enthalten mehr Alkali, mehr 
Natrium, mehr Kalium, aber auch mehr Chlor als das Blut. Natrium- 
chlorid und Wasser gehen immer zugleich aus dem Blut ins Gewebe?). 
Parallel mit NaCl geht die Wasserausscheidung [Eppinger*)].. Man könnte 
an diese Beobachtungen eine beliebig große Zahl von anderen Literatur- 
belegen anschließen, des Inhalts, daß zwischen Transport, Speicherung 
und Ausscheidung von Alkali, Neutralsalz und Wasser eine Parallelität 
besteht, welche sich schwer anders als elektropolar wird deuten lassen, 
wenn man in Betracht zieht, unter welcher (relativen) Hochspannung alle 
Elemente des lebenden Organismus stehen. Dies gilt naturgemäß für den 
pflanzlichen Organismus ebenso wie für den tierischen. 

Die Versuche werden jetzt wiederholt und erweitert mit einer 
neuen Hochspannungsanlage, die als Gleichrichter Elektronenröhren 
benutzt und infolge stärkerer Stromquellen einen breiteren Bereich 
der Spannung und Stromstärke auszuprobieren erlaubt. 


Zusammenfassung. 


Nicht bloß Wasser, Kolloide, Nichtleiter und Ionen haben einen 
deutlichen Verschiebungssinn im elektrischen Felde, bei genügend 
hoher Spannung und Ausschaltung von Elektrolysenebenwirkungen 
durch den Strom wird auch ein Verschtebungssinn der Neutralsalze im 
elektrischen Felde zur Kathode erkennbar, der ein neues Licht wirft 
auf zahlreiche Vorgänge im Stoff- und Kraftwechsel, von dem jedoch 
noch nicht feststeht, ob er auf einer Elektropolarität der Neutralsalze 
beruht oder auf Mitführung durch das zur Kathode strömende Wasser. 


1) 2. Aufl., Jena 1925. 

2) Oppenheimers Biochem. 4, 160. 
3) Ebendaselbst 4, 162. 

4) Ebendaselbst 4, 158. 
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Der elektrische Faktor der Harnbildung. 


Von 
R. Keller und J. Gicklhorn (Prag). 


(Eingegangen am 16. Februar 1926.) 


Die Niere der Wirbeltiere und die Nephridien der niederen Tiere 
haben merkwürdigerweise niemals das Interesse der Elektrophysiologen 
erweckt. Obzwar es ganz sicher ist, daß zwischen den einzelnenGeweben 
der Wasser- und Neutralsalzexkretionsorgane, z. B. zwischen Arterien 
und Harnkanälchen, zwischen Arterien und Lymphbahnen der Niere 
charakteristische elektrische Potentialdifferenzen bestehen, hat sich 
anscheinend niemand der Mühe unterzogen, makroskopische elektrische 
Untersuchungen an Nieren vorzunehmen. Die elektromikroskopische 
Methodik hingegen findet in der Niere ein anziehendes Versuchsfeld. 


Die eigenen Untersuchungen des einen von uns (Keller) an Gefrier- 
schnitten frischer Nieren, ferner Injektionen mit Eisensalzen (Ferrocitrat) 
in die Blutbahn ergaben zunächst eine in die Augen fallende starke Nega- 
tivität der Grundsubstanz der Wandung der Tubuli contorti, welche, 
wie man seit den Arbeiten der Hoeber-Schule sicher weiß, das aus dem 
Glomerulus abfließende Ultrafiltrat des Blutes an Wasser und Kochsalz 
verdünnen und an Sulfaten anreichern. Daß die Grundsubstanz der 
Kanälchen negativ ist, überrascht nicht. Eine gewisse Negativität der 
protoplasmatischen Zellgrundmasse ist die Regel. Die Epithelzellen der 
gewundenen Kanälchen enthalten außerdem positive (mit anodischen 
Tinktionsmitteln sich färbende) Granula in charakteristischer Zahl und 
Anordnung. Von den physiologischen Funktionen des Kanälchenepithels 
wurden nur zwei herausgehoben, die Rückresorption von Wasser und 
Kochsalz, die heute wohl vollkommen feststehen und die überdies elektro- 
histologisch ausgezeichnet stimmen. Nach dem Resultat am Fürthschen 
Hochspannungsmodell gehört das Kanälchenepithel zu der großen Zahl jener 
negativen Gewebe (Kathoden), die Wasser samt neutralem Salz adsorbieren 
(siehe vorhergehende Arbeit). Hierbei ist davon abgesehen, daß in denselben 
Kanälchen nicht bloß Wasser und Kochsalz rückresorbiert wird, sondern 
daß an derselben Stelle und vielleicht im weiteren Verlauf, in den geraden 
Kanälchen oder in den Henleschen Schleifen eine Hauptleistung der Harn- 
bildung vor sich gehen muß, nämlich die Konzentration von Harnstoff 
aus dem Blute. Man könnte vielleicht auch die Harnstoffkonzentration in 
unser Schema einordnen, da Harnstoff im Fürthschen Apparat entgegen- 
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gesetzt sich verhält wie Kochsalz, nämlich an der Anode erscheint. Aber diese 
Wanderungsversuche sind noch nicht abgeschlossen und ergeben bei einem 
anderen charakteristischen Harnbestandteil, den Sulfaten, bisher eine 
auffallende Unstimmigkeit, indem diese nämlich auch in der Hochspannung 
ebenso wie Natriumchlorid und ebenso wie die Kalisalze (die in der Niere 
sich anders verhalten als Natriumsalze) zusammen mit dem Wasser gehen. 

Es ist möglich, daß im Zuge befindliche mehr quantitative Versuche 
diese Unstimmigkeiten beseitigen, wir beabsichtigen nicht nur Unter- 
suchungen nach der Richtung, daß Chloride und Natriumsalze quantitativ 
anders sich verhalten als Sulfate und Kaliumsalze, wir wollen auch ermitteln, 
ob diese Salze sich nicht vielleicht erst bei höheren oder niedrigeren 
Spannungen im elektrischen Feld von den Chloriden und Natriumsalzen 
trennen. Daß das Kanälchenepithel zu den stärksten Kathoden des Kreis- 
laufsystems zählt, darüber besteht kein Zweifel. An lebenden Nieren und 
an Nierenschnitten sind nicht nur von uns zahlreiche Versuche gemacht 
worden, die Literatur darüber ist, wie bekannt, kaum mehr zu übersehen, 
und alle Versuche anderer Forscher, wenn man sie nach unserer Methodik 
deutet, die gegenwärtig die Elektropolarität von etwa 150 Farbstoffen 
eindeutig übersehen läßt, ergeben ohne Übertreibung Hunderte und Tausende 
Bestätigungen dieser Grundtatsache, nicht nur durch direkte Anfärbung, 
sondern noch überzeugender durch die Unmöglichkeit, die nichtgranuläre 
Grundsubstanz des Kanälchenepithels mit den üblichen anodischen Vital- 
farbstoffen lebend anzufärben. 

Auch die neuesten Arbeiten der Hoeber-Schule sprechen eine eindeutige 
Sprache in bezug auf die starke Negativität des Tubulus-Epithels. 


Viel schwieriger ist die Deutung der elektrischen Zustände des 
Glomerulus, in dem das arterielle Blut sich aufknäuelt und mittels des 
Herzdrucks durch die dünne Glomerulusmembran in den Kapselraum, 
den Anfang des Harnkanälchens, ultrafiltriert wird. Die ersten Literatur- 
angaben über Färbungen von Nierengefrierschnitten (z. B. Macallum, 
Unna), später Versuche von Keller und Winternitz und neuere Versuche 
schienen mit voller Deutlichkeit die Glomeruli als positive Nieren- 
zentren herauszuheben. Sie färben sich namentlich mit den Unnaschen 
Leukofarben (Rongalitweiß) prachtvoll und elektiv als Sauerstofforte 
(Anoden), bleiben mit kathodischen Farbstoffen vollkommen farblos 
in den tief gefärbten Kanälchen. Es schien also alles sehr schön zu 
stimmen. Die neuesten Arbeiten des Hoeberschen Instituts, die ja 
nicht auf elektrische Differenzierung der Nierenelemente hinarbeiten, 
ergaben jedoch zumindest keine Bestätigung dieser Deutung, schienen 
ihr sogar eher zu widersprechen. Vor allem arbeiteten sie die Ultra- 
filtrierarbeit der Glomerulusmembran ziemlich klar heraus, und es 
war nicht gut zu verstehen, wie die anscheinend positive Membran so 
leicht und widerstandslos das positive Wasser durchließ. Auch einige 
andere farblose Stoffe wanderten in den Versuchen von David!), Yoshida, 


1) Pflügers Arch. 206, 492, 1924; 208, 146, 1925; Schulten, ebendaselbst 
208, 1, 1925; Deutsch 208, 177, 1925. 
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Schulten, Deutsch nicht in der erwarteten Weise, die sich aus ihrer 
Elektropolarität ergeben mußte. Dann veröffentlichte Karczag in 
Abderhaldens Handbuch der physiologischen Arbeitsmethoden!) in 
seinen Versuchen über ‚„Elektropie‘‘ Resultate an normalen lebenden 
Nieren, die beim Kanälchenepithel die Negativität neuerlich bestätigten, 
dagegen für die Glomeruli ergaben, daß normale Glomeruli im lebenden 
Tiere negativ geladen waren, jedoch bei Schädigungen und Vergiftungen, 
ebenso in Schnitten sich positiv zeigten. Obzwar sich gegen die elektro- 
mikroskopische Methodik Karczags, der sich ausschließlich der Sulfo- 
säurefarbstoffe bedient, eines Indikators, dessen besonders leichte 
Umladbarkeit auf den entgegengesetzten elektrischen Wanderungssinn 
immer hervorgehoben worden ist, Einwände ergeben, so sind doch 
gerade die Nierenversuche Karczags auch für den erfahrenen Elektro- 
mikroanalytiker sehr interessant, da diese Farbstoffe bei Blutreaktion 
zweifellos eindeutig zur Anode wandern, also positive Orte färben. 
Der große Vorzug der Karczagschen Untersuchungen liegt in der voll- 
kommenen Vitalität und Normalität der Niere. 


Es sind dann noch einige physiologische Überlegungen dazugekommen, 
die das Resultat von Karczag zu bestätigen schienen. So z. B. ist es schwer, 
sich vorzustellen, woher die sehr dünne Glomerulusmembran, eine der 
durchlässigsten Membranen des Gesamtorganismus ohne jede ermittelbare 
Feinstruktur ihre Positivität nehmen soll. Solange sie unter dem arteriellen 
Druck steht, müßte sie wie alle Membranen niedriger, das heißt also negativer 
Dielektrizitätskonstante, die bei ihr vermutet werden muß, nach der Coehn- 
schen Regel sich negativ aufladen. Die älteren eigenen Resultate, ebenso 
die von Macallum und Unna, die an isolierten Gefrierschnitten nach Aus- 
schaltung vom Herzdruck gewonnen wurden, wären sonach nicht als Vital- 
färbung, sondern als Polarisationsnachwirkung der Lebensspannung, als 
relative Positivität gegenüber den ungemein stark negativ bleibenden 
Kanälchenepithelien zu betrachten oder auf irgend eine andere postmortale 
Veränderung zu beziehen. 


Es gibt eine ältere Versuchsreihe von H. J. Hamburger*), die ebenfalls 
für eine Negativität der Glomerulusmembran im lebenden Tiere spricht. 
Der genannte Autor, der klassische Untersuchungen über die Zucker- 
durchlässigkeit der Niere gemacht hat, stellte unter anderem fest, daß 
nach Ansäuerung der Durchströmungsflüssigkeit die Membran Zucker (der 
durch das Ansäuern positiviert wird) durchläßt. Bei 0,005proz. Na HCO,- 
Zusatz zur Durchströmungsflüssigkeit oder noch weniger hielt der Glomerulus 
keinen Zucker mehr im Blute zurück, bei 0,02proz. schon 0,03 Proz. Gluoose, 
bei etwas mehr Bicarbonat 0,06 Proz. und bei 0,285proz. NAH CO, 0,07 Proz. 
und darüber den vollen normalen Zuckergehalt des Blutes. Es ist nament- 
lich dieser Versuch, der die Negativität der Glomerulusmenbram direkt zu 
beweisen scheint, wenn man weiß, wie sich Glucose im elektrischen Feld 
verhält. 


— — — — 


1) Abderhaldens Handb. d. physiol. Arbeitsmethoden, S. 936, 944 
und 945. 
2) Proc. Acad. Sc. Amsterdam 22, 351, 1920. 
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In diesem Stadium ersuchten wir Herrn Prof. Dr. Tibor Péterfi in 
Berlin-Dahlem, lebende Froschnieren im intakten Tiere mit seinem 
Mikromanipulator elektrometrisch zu messen. Prof. Dr. P&erfi hatte 
die Liebenswürdigkeit, diesem Wunsche zu entsprechen. Die sehr 
schwierigen Versuche sind noch nicht beendigt. Bisher hat es sich nur 
gezeigt, daß das Kanälchenepithel erheblich negativ anspricht, der 
Glomerulus positiv, am deutlichsten an seinem Harnpol. (Der Gefäß- 
knäuel besitzt an seiner Wurzel, in dem die zuführende kleine Arterie 
eintritt, einen „Gefäßpol‘, das andere Ende, aus dem das Blutfiltrat 
aus der Glomeruluskapsel in das Harnkanälchen abfließt, heißt ‚Harn- 
pol“.) Dieses vorläufige Ergebnis, das noch genauer nachuntersucht 
und später veröffentlicht werden soll, scheint für die erste aus den 
Gefrierschnitten abgeleitete MutmaßBung zu sprechen, daß der Glomerulus 
positiv ist. Die Frage ist aber doch wohl noch nicht endgültig ent- 
schieden. Die Mikroelektrode P£terfis ist immerhin noch 8 bis 12 u 
dick, die Glomerulusmembran nur etwa Zu dünn, es wäre möglich, 
daß die Mikroelektrode, die gewöhnlich auch stumpf ist gegenüber den 
feinen elastischen dünnen Membranen, diese nur oberflächlich berührt 
hat, dagegen aber in den Harn eingetaucht ist, der nach bekannten 
physikalischen Gesetzen der Strömungsströme sich positivieren müßte, 
wenn er durch eine negativ sich aufladende Membran durchgepreßt 
wird. Professor P£terfi wird sich bemühen, durch Kontrollmessungen 
an frisch herauskommenden Blutfiltrattropfen oder auf andere Weise 
die Ladung in der Glomeruluskapsel aufzuklären. 

In der Membranphysik ist es bisher, wie bekannt, nicht gelungen, 
eine positive Membran für wässerige Medien herzustellen. Man müßte 
dazu einen durchlässigen festen Körper besitzen, der eine höhere Di- 
elektrizitätskonstante hat als Wasser. Man kann Membranen nur 
dadurch vorübergehend positivieren, daß man sie in saure Lösungen 
bringt oder in die Lösung der Salze drei- und mehrwertiger Kationen. 
Das würde also für die Karczagsche Ansicht der Negativität 
sprechen. 

Die Frage der Verteilung der elektrischen Potentiale in der lebenden 
Glomeruluskapsel, aus der der erste Harn abläuft, muß also zunächst 
noch unentschieden bleiben. Dagegen ist der Anfang der Kanälchen 
ungemein stark negativ in der Grundsubstanz mit positiven Ein- 
schlüssen (Granula.) 

Steigen wir in der Tierreihe hinab zu einfacher gebauten niederen 
Krustern, Würmern, Insektenraupen, mit denen wir sehr zahlreiche 
Versuche gemacht haben!), so hat sich als Regel ergeben, daß eine 


— ge 





1) Diese Zeitschr. 158, 2, 1924. Das Morphologische genauer Zoolog. 
Anz. 62, 258, 1925. 
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sehr große Zahl von anodischen (zum positiven Pol wandernden) Farb- 
stoffen sich in den Granulas der Nephridialorgane speichern, die in der 
Grrundmasse negativ sind. In dem von uns am genauesten untersuchten 
Tiere, der Daphnrie, lassen sich durch Zusatz von Säure mit dem- 
selben Farbstoff Kontrastbilder herstellen, die das Exkretionsorgan 
deutlich in einen negativen und in einen positiven Abschnitt zerlegen, 
zwischen denen die Exkretionsflüssigkeit vor dem Verlassen des Körpers 
noch einmal unter einer elektrischen Spannung hindurchgeführt wird. 
Wenn wir die Exkretionsorgane der Daphnie elektiv von den anderen 
Organen durch Färbung herausheben wollen, so benutzen wir Farb- 
stoffe von feiner Dispersität, die besonders leicht umladbar sein müssen. 
Mit diesen Farbstoffen kann man an Tieren, deren Nephridien noch 
nicht bekannt sind, diese leicht auffinden und gesondert sichtbar 
machen. Läßt man die Tiere sehr lange in einer Farbstofflösung, so 
erscheinen schließlich auch andere Farbstoffe, die schwerer umladbar 
sind, in den Nephridien, bei Daphnien gewöhnlich als ‚Schalendrüse“ 
bezeichnet. 


Bei der Untersuchung der kleinen Tiere, die sich unter Umständen 
ungemein schnell und ausgiebig in den Nephridien anfärben, übrigens 
auch bei der Injektion von Farbstoffen in die Blutbahn von Säuge- 
tieren, fällt es jedem Untersucher auf, welche große Mengen von Farb- 
stoffen in kurzer Zeit in den Nieren oder Nephridien abgelagert werden. 
Diese Erscheinung deutet, wenn man sich einmal mit der Tatsache der 
Kataphorese in der Biochemie befreundet hat, nicht nur auf eine er- 
hebliche relative Spannung hin, sondern auch auf eine ganz beträcht- 
liche Stromstärke. Es erscheint wahrscheinlich, daß in der Niere 
mit einer geeigneten, sehr subtilen Mikrostrommessung sich ein wirk- 
licher, möglicherweise ziemlich konstanter Sirom wird nachweisen 
lassen, nicht bloß elektrostatische Ladungen, wie sie bei anderen Gewebe- 
elementen bisher in den meisten Fällen nachzuweisen sind. Wenn die 
Nieren nicht so kleine, mikroskopische Zellen hätten, die sich mit 
groben Handelektroden kaum fassen lassen, so wäre dieses Organ 
längst in die der stärksten Stromproduzenten eingereiht worden. Die 
Niere teilt dieses Schicksal mit Pankreasdrüse und Leber, die ebenfalls 
starke Stromquellen sind, bisher aber von der Elektrophysiologie voll- 
ständig ignoriert werden und mit dem Epithel des Darms, das an 
Negativität kaum hinter dem Kanälchenepithel der Niere zurück- 
treten dürfte, sich färberisch ähnlich verhält, und das farblose kathodi- 
sche Wasser und Kochsalz ebenso charakteristisch resorbiert wie die 
Tubili contorti der Niere. 

Diese Parallelität tritt insbesondere in den Versuchen der Hoeber. 


Schule über Darmresorption von Salzen auffällig in Erscheinung. Hoeber 
hat in den letzten Veröffentlichungen die Ursachen dieser Erscheinungen 
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wenig mehr berührt. In seinem Lehrbuch und in älteren Publikationen 
schrieb er die Vitalfärbungen in erster Reihe der Lipotdlöslichkeit zu, für die 
auch Nierenstein in einer umfassenden Versuchsreihe!) und andere Autoren 
sich einsetzen, Die neuen Resultate über Kochsalzresorption im Darm und 
ın der Niere stehen zu dieser Lipoidtheorie in einem gewissen Gegensatz, da 
Kochsalz ein typisch nichtlipoidlöslicher Stoff ist. Wir selber haben dem 
Faktor der Lipoidlöslichkeit keine eigenen Versuchsreihen gewidmet, 
sondern nur gelegentlich Vergleiche mit unserem Material durchgesehen. 
Grundsätzlich möchten wir zugeben, daß jede Reaktion der Zelle eine 
ganze Reihe von Faktoren beansprucht, von denen die von uns vornehmlich 
untersuchte Ladung und Dispersität nur zwei der wichtigsten sind. Wenn 
eine große Reihe von bewährten Forschern der „Lipoidlöslichkeit‘“ eine 
so ausschlaggebende Bedeutung beimessen, so muß wohl irgend eine breite 
tatsächliche Grundlage für diese Auffassung vorhanden sein. Gegen die 
„‚Lipoidlöslichkeit‘‘ haben wir nur zwei Haupteinwände. Erstens gelingt es 
uns bei den typischen nichtlipoidlöslichen Sulfosäuren, sie so feindispers zu 
machen und so umzuladen, daß wir sie wohl in die meisten Zellen hinein- 
bringen, in die wir sie bisher hineinzubringen versucht haben. Man muß 
sie eventuell reduzieren, wodurch sie beinahe molekulardispers und anodisch 
werden. Zweitens scheint uns die Definition der ‚Lipoidlöslichkeit‘“ ein 
wenig schief zu sein. Was heißt lipoidlöslich? Sind Chloroform, Benzol, 
Aceton, Benzin, Methylalkohol, Äther Lipoide? Wodurch unterscheiden 
sich diese Substanzen samt den Fetten und fetten Ölen von anderen ? 
Nicht durch den Lipoidcharakter, sondern durch ihre niedrige Dielektrizitäts- 
konstante. Dies ist die einzige hypothesenfreie Charakteristik der Stoffe, 
in denen die ‚lipoid“löslichen Farben sich lösen. Man müßte also statt 
„lipoidlöslich“ hypothesenfrei sagen: löslich in Medien von niederer 
Dielektrizitätskonstante. Es steht zu befürchten, daß, wenn die ungemein 
wertvollen und interessanten Versuche über die Permeabilität der ‚‚lipoid- 
löslichen“ Körper auf diese Weise in das Tatsächliche übersetzt werden, 
daß damit zahlreichen Untersuchern die Freude an ihren Resultaten ge- 
nommen werden wird, denn man kann nicht behaupten, daß die Dielektri- 
zitätekonstente sich besonderer Sympathien bei der großen Mehrheit der 
Physiologen erfreut. Da aber in dieser Arbeit nur der elektrische Faktor 
der Nierenarbeit behandelt wird, so muß bei aller Anerkennung der großen 
Ergebnisse, die die bisherige grundsätzlich nichtelektrische Untersuchung 
der Harnsekretion herausgebracht hat, doch auch von der Dielektrizitäts- 
konstante gesprochen werden. Entscheidend für die Dielektrizitätskontante 
der Glomerulusmembran, die die Blutbahn von dem Urharn scheidet, 
wird es sein, ob es gelingt, einen Membranquerschnitt dieses dünnen 
Häutchens elektrometrisch oder färberisch im lebenden intakten Tier 
sicher zu fassen. Ist die Membran positiv, so haben wir vor uns den einzigen 
bisher unbekannten festen Membranstoff, dessen Dielektrizitätskonstante 
die des Wassers überschreitet, ist sie negativ, so ist die Glomerulusmembran 
nicht anders als andere Membranen. 


Wir wollen nunmehr zusammenfassen, wie sich die elektrochemische 
Mikrostruktur der Flüssigkeitsausscheidungsorgane am Beispiel des 
Wirbeltieres bis jetzt darstellt: 


1) Pflügers Arch. 179, 233, 1920. 
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Die Niere der Wirbeltiere enthält, wie die Nephridien der niederen 
Tiere, eine Reihe charakteristischer positiver und negativer Stellen, 
zwischen denen die Harnflüssigkeit abläuft. 

Die Glomerulusmembran ultrafiltriert mittels des mechanischen 
Herzdrucks das Blut und lädt sich dabei möglicherweise negativ auf. 
Im Gefrierschnitt ist der Glomerulus relativ positiv. 

Das Epithel der gewundenen Kanälchen ist in der Grundmasse 
stark negativ mit positiven Granuli. Es resorbiert elektroosmotisch 
Wasser und Kochsalz und stößt den anodisch wandernden Harnstoff 
ab. Die Niere weist nicht bloß elektrostatische Ladungen auf, sondern 
vermutlich auch kontinuierliche Ströme. 





Weitere Untersuchungen 
über das Adsorptionsvermögen verschiedener Kohlenpräparate. 


Von 
Iwao Ogawa. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universität, 
Nagoya, Japan.) 
(Eingegangen am 10. März 1926.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Erfahrungen der letzten Jahre haben ergeben, daß das Ad. 
sorptionsvermögen verschiedener Präparate von Kohle, selbst wenn 
sie völlig aschefrei sind, verschieden sein kann. Insbesondere ist 
diejenige Veränderung des Adsorptionsvermögens der Kohle interessant, 
welche durch starkes Erhitzen der Kohle entsteht. Die Eigenschaften 
dieser aktivierten Kohle wurden besonders von Bartell und Miller!) 
studiert und konnten in meiner vorangegangenen Mitteilung?) be- 
stätigt werden. Sie zeigten, daß die aktivierte Kohle sich in manchen 
Beziehungen anders verhält als die früher von Michaelis und Rona?) 
untersuchte Blutkohle. Es wäre aber nicht richtig, diese Unterschiede 
darauf zurückzuführen, daß die Blutkohle etwas Asche enthält; denn 
es soll sogleich gezeigt werden, daß Blutkohle trotz des Aschegehaltes 
nach energischer Hitzeaktivierung dieselben Eigenschaften gewinnt 
wie die aschefreie aktivierte Zuckerkohle nach Miller. Der inter- 
essanteste Unterschied der verschiedenen Kohlenpräparate besteht in 
ihrem Verhalten gegenüber Säuren und Basen und der damit ver- 
bundenen Fähigkeit, unter Umständen bei der Adsorption von Neutral- 
salzen eine Hydrolyse zu erzeugen. Michaelis und Rona 4) hatten gezeigt, 
daß Blutkohle in Neutralsalzlösungen wie KCL immer nur äquivalente 
Mengen des Kations und des Anions adsorbiert, und daß niemals eine 
Hydrolyse bei der Adsorption auftritt. In Übereinstimmung hiermit 
steht der Befund dieser Autoren®), daß HCl und NaOH fast genau 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 1866, 1922; 45, 1106, 1923; 46, 1150, 1924. 
2?) Diese Zeitschr. 161, 275, 1925. 

3) Ebendaselbst 97, 57 und 85, 1919; 94, 240, 1919. 

t) Ebendaselbst 94, 240, 1919. 

$) Ebendaselbst 97, 85, 1919. 
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gleich stark von der Blutkohle adsorbiert wird. Andererseits zeigte 
Miller!), daß aktivierte reine Zuckerkohle in Neutralsalzlösungen eine 
Hydrolyse hervorruft, indem sie HCl adsorbiert und in der Lösung 
NaOH zurückläßt. In Übereinstimmung hiermit fand sich, daß diese 
Kohle HC], aber so gut wie gar nicht NaOH adsorbiert. Der Befund 
von Miller ist sehr interessant und soll zunächst in folgendem bestätigt 
werden. 


1. Adsorption von NaCl durch Zuckerkohle. 


Die Zuckerkohle wurde nach der in der früheren Mitteilung?) 
beschriebenen Methode aus reiner Saccharose hergestellt und durch 
möglichst starke Erhitzung aktiviert. Die Adsorptionsversuche wurden 
im wesentlichen in der von Miller?) angegebenen Weise mit leichten 
Modifikationen folgendermaßen ausgeführt. Eine abgewogene Menge 
der Kohle, z. B. 0,8g, wurde auf ein in einer Nutsche befindliches 
gehärtetes Filter gebracht und 300 ccm Wasser portionsweise durch- 
gesaugt. Zwischen den einzelnen Portionen wurde die Kohle auf dem 
Filter mit dem Wasser öfters durchgerührt. Das Wasser war in einem 
Destillationsgefäß aus verzinntem Kupfer in eine Flasche aus Jenaer 
Glas destilliert worden. 300 ccm des durchgesaugten Wassers wurden 
mit 5ccm n/100 H,SO, und zwei Tropfen einer 0,1 proz. alkoholischen 
Lösung von Phenolrot versetzt, zur Austreibung der Kohlensäure in 
einem Jenaer Glaskolben kurze Zeit gekocht, in Verbindung mit je 
einer Gaswaschflasche mit Lauge und mit Natronkalk abgekühlt und 
nach dem Erkalten mit n/100 CO,-freier NaOH zurücktitriert. In 
verschiedenen Versuchen wurden zwischen 4,9 und 5,0ccm Alkali 
zum Zurücktitrieren verbraucht. Hiermit ist bewiesen, daß die Kohle 
an das reine Wasser keinerlei säurebindende Substanzen abgibt. Nun- 
mehr wurde durch dieselbe Kohle eine 0,02 n NaCl-Lösung in derselben 
Weise durchgesaugt. Das Auswaschen mit reinem Wasser zwischen 
den einzelnen Portionen der zugeführten Salzlösung, welches Miller?) 
empfohlen hatte, wurde unterlassen. 300 ccm des Filtrats wurden 
wiederum mit 5,0 bis 10,0 ccm n/100 SO,H, und Phenolrot versetzt, 
ausgekocht und in derselben Weise mit Lauge zurücktitriert. Dabei 
wurde in allen Versuchen übereinstimmend weniger Lauge verbraucht. 
Damit ist die Anwesenheit von freiem Alkali in dem Filtrat erwiesen. 
Die gefundene Laugemenge war in den einzelnen Versuchen etwas 
verschieden, besonders bei variierter Kohlenmenge, aber auch bei 
gleicher Kohlenmenge nicht ganz gleich, wie leicht verständlich ist, 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1150, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 161, 275, 1925. 
3) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1150, 1924. 
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da auf die Einstellung des Gleichgewichtes die unvermeidlichen Spuren 
Kohlensäure, welche während der Filtration in das Wasser gelangen, 
zweifellos einen Einfluß haben. Die Laugenmenge wurde in verschie- 
denen Versuchen äquivalent 2 bis 6 ccm n/100 NaOH, gefunden, in 
den beiden protokollierten Versuchen z. B. 3,3 bzw. 4,2 ccm. Nunmehr 
wurde die benutzte Kohle mehreremals hintereinander je in 300 ccm 
destillierten Wassers in einem Jenaer Glaskolben ausgekocht. Die 
Filtrate wurden durch Kochen von CO, befreit und mit Phenolrot 
als Indikator gegen n/100 NaOH titriert. Die ersten drei Filtrate 
erwiesen sich als sauer und enthielten zusammengenommen praktisch 
gerade diejenige Säuremenge, welche der vorher gefundenen Laugen- 
menge äquivalent war, in der Regel nur wenige Zehntel Kubikzentimeter 
zu wenig. Hiermit ist die hydrolytische Adsorption, welche Miller!) 
beschrieben hatte, bestätigt. 

Die Tabellen I und II geben zwei Beispiele der hydrolytischen 
Adsorption von aktivierter Zuckerkohle. Die Tabellen III und IV 
geben im Gegensatz dazu entsprechende Versuche mit ‚normaler‘, 
d. h. bei mäßiger Temperatur hergestellter und nachträglich nicht 
noch einmal erhitzter Zuckerkohle. Diese Kohle enthielt weder Asche 
noch gefärbte Substanzen, welche an Ligroin abgegeben werden konnten, 
noch Säure oder Alkali, welches durch kochendes Wasser extrahiert 
werden könnte. Aus diesen Versuchen geht hervor, daß diese Kohle 


Tabelle I. 
Adsorption. von NaCl durch aktivierte Zuckerkohle (0,8g Kohle). 
A. 300 cem destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 


Zum Filtrat zugesetzt . . ... . 5,0ccm 0,01 n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zurück- 
titrieren verbrauchtes Alkali . . 5,0 „ 0,01nNa0OH 
Differenz . . . 0,0ccm 


B. Jetzt werden 300 ccm 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrats ergab: 
zugesetzt . . » 2» 22222 00. 10,0 cem 0,01n SO,H, 
nach dem Kochen zurücktitriert . . 6,7 „ 0,01inNaOH 
Titer des Filtrats 3,3 ccm 


C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 300 ccm destillierten Wassers 
ausgekocht. Die einzelnen Fraktionen waren sauer und entsprechen: 


1. Fraktion `. . . . » 2 2» 2 0 02. 0,9ccm 0,01n NaOH 
2. beer fe e ae he Se EL ae Sr 1,3 „ 0, 01nNs0OH 
3. a e a A nalen a A ie a 0,5 „ 0,0l n NaOH 
A. aa A e e d en Mate d e 0,2 „ 0,01n NaOH 
5. SCC EE EE 0,0 „ 0,01nNaOH 

Summe . . . . 2,9ccm 0,01n NaOH 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1150, 1924. 
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Tabelle II. 


Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in Tabelle I beschriebenen 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsserie benutzt und ergibt 
für den Prozeß A: 


zugesetzt . . ». 2 2 22020. 5,0 cem 0,01nH,SO, 
zurücktitriert . . . . 2 2 2 20. 5,1 „ 0, 01nNaOH 
Differenz . . . 0,1 cem 


für den Prozeß B: 


zugesetzt . » » 2 2 22000. 5,0 cem 0,01nH,SO, 
zurücktitriert . . . .. 2 2 202. 0,8 „ 0,0ln NaOH 


Titer des Filtrats 4,2 ccm 0,01l n NaOH 
für den Prozeß C: 





l. Fraktion . . . soaa 2 2. 1,8 cem 0,01n NaOH 
2: De a a a a e ee a a 1,2 „ 0,0l n NaOH 
3. e eE e a e a ae Zee 0,8 „ 0,0lnNaOH 
4 e e Ge ug A BE 0,1 „ 0,0ln NaOH 
Summe . . . 3,9ccm 0,01n NaOH 

Tabelle III. 


Adsorption von NaCl durch normale Zuckerkohle (1,0 g Kohle). 


A. 400 ccm destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 


Zum Filtrat zugesetzt . . ... . 5,0 ccm 0,01nH,SO, 
nach dem Auskochen zum Zurück- 
titrieren verbrauchtes Alkali . . 5,0 „ 0,01nNaOH 


Differenz . . . 0,0ccm 


B. Jetzt werden 400 ccm 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrats ergab: 
zugesetzt . . . >» 2 2 2200 ne 10,0 cem 0,01nH,SO, 
nach dem Kochen zurücktitriert `. .12,4 „ 0,0l n NaOH 


Titer des Filtrats 2,4 cem 0,01n SO,H, 


C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 300 ccm destillierten 
Wassers ausgekocht. Zum Filtrat werden je 5,0 com 0,01n H,SO, zugesetzt 
und nach dem Auskochen zurücktitriert. Die einzelnen Fraktionen waren 
alkalisch (d. h. also, sie verbrauchten zum Zurücktitrieren weniger als 
5,0 cem 0,01n NaOH) und entsprechen: 


l. Fraktion `, . . . 2 2 2 2 2 0. 0,0ccm 0,01n SO,H, 
2. a ECHT 2.0.03 „ 0,01nSO,H, 
3. EE 0,4 „ 0,01nSO,H, 
4. Da ee ee e ee A 0,4 „ 0,01nSO,H, 
5. EE a ee ee D 0,3 „ 0,01nSO,H, 
6. SE een ar NE Eee 0,2 „ 0,01nSO,RH, 
7. 7 kr GE E EE at Ser 0,1 „ 0,01nSO,H, 


Summe . . . 1,7 cem 0,01nSO,H, 








E — 
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Tabelle IV (2,0 g Kohle). 


Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in Tabelle III beschriebenen 
Prozeduren nochmals, nach Zufügung von noch 1g Kohle, zu einer gleichen 
Versuchsserie benutzt und ergibt 


für den Prozeß A: 
zugesetzt . . » 2 2 2 22000. 5,0 cem 0,01nSO,H, 
nach dem Kochen zurücktitriert . 5,1 „ 0,0ln NaOH 


Differenz . . . 0,1 cem 


für den Prozeß B: 
zugesetzt . . . 2 2 2 22000. 5,0ccm 0,01n SO,H, 
zurücktitriett . . . . : 2 2 2 0. 8,7 „ 0,0ln NaOH 


Titer des Filtrats 3,7 ccm 
Die einzelnen Fraktionen waren alkalisch und entsprechen . 
für den Prozeß C: 


1. Fraktion . . . . 2. 2 2 2 2 02. 0,2ccm 0,01 n BO, H. 
2. ee Er ee ee 0,3 „ 0,01nSO,H, 
3. ge re ee u a A 0,5 „ 0,01nSO,H, 
4. ae a anal a e E ren ine 0,4 „ 0,01nSO,H, 
5. SE 0,3 „ 0,01nSO,H, 
6. EH 0,2 „ 0,01nSO,H, 
T CSN EE 0,2 „ 0,01nSO,H, 
8. RE ER Er r N ....601 , 001nSO,H, 
9. le a A an Ba 0,0 „ 0,01nSO,H, 


Summe . . . . 2,2 cem 0,01 n SO,H, 


sich gerade umgekehrt verhält, sie erzeugt bei der Adsorption von 
NaCl-Lösung eine saure Reaktion der Lösung, und das adsorbierte 
Alkali kann durch Auskochen mit Wasser aus der Kohle wieder ex- 
trahiert werden. Es ist auffällig, wie schwer dieses Alkali von der 
Kohle wieder abgelöst wird. Die Kohle wurde mehreremal hinter- 
einander mit je 300 ccm Wasser ausgekocht, und noch nach sieben- 
maliger Extraktion gingen immer noch Spuren von Alkali in die Lösung. 
Auffällig ist, daß die Menge des extrahierten Alkalis nicht in der ersten 
Fraktion, sondern in den mittleren Fraktionen am größten ist. In 
Anbetracht der Schwierigkeit dieser Extraktion ist es nicht verwunder- 
lich, daß die insgesamt wiedergewonnene Menge Alkali ein wenig hinter 
der erwarteten Menge zurückblieb. Die von der aktivierten Kohle 
adsorbierte Säure war leichter extrahierbar, wenn auch hier wiederholte 
Extraktionen zur völligen Erschöpfung notwendig waren. 


2. Adsorption von NaCl durch Blutkoble. 


Die Mercksche Blutkohle enthielt Spuren von Alkali, welche sich 
durch wiederholtes Auskochen mit Wasser vollkommen extrahieren 
ließen. Die auf diese Weise gereinigte Kohle gibt weiterhin an Wasser 
keine Spur Säure oder Alkali ab. Wenn man mit dieser gereinigten 
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Tabelle V. 


Adsorption von NaCl durch normale" Mercksche Tierkohle, welche 
vorher zweimal mit Wasser ausgekocht worden ist (2,0g Kohle). 


A. 400 ccm destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 


Zum Filtrat zugesetzt . . . . . . 5,0ccm 0,01n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zurück- 
titrieren verbrauchtes Alkali . . 5,0 „ 0,01n NaOH 
Differenz . . . 0,0 ccm 


B. Jetzt werden 400 ccm 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrats ergab: 


zugesetzt . . 2. 2-2 22000. 5,0 cem 0,01l n SO,H, 
nach dem Kochen zurücktitriert . . 5,0 , 0,0ln NaOH 
Differenz . . . 0,0 cem 


Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in oben beschriebenen 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsreihe benutzt und ergibt 
für den Prozeß A: 


zugesetzt . . . 2 2 2 2 2 200. 5,0 cem 0,01nH,SO, 
zurücktitriert . . . . 2 2 2.0. . 5.0 „ 0,01n NaOH 
Differenz . . . 0,0 ccm 
für den Prozeß B: 
zugesetzt . . 2 2 2 2 2 0 00. 5,0 cem 0,01nH,SO, 
zurücktitriert . . . 2. 2 2 2 22. 49 „ 0,01nNa0OH 


Alkaligehalt des Filtrats 0,lccm 0,01n NaOH 


Kohle einen Adsorptionsversuch mit NaCl-Lösung macht, so bleibt 
die Lösung völlig neutral, das Filtrat enthält weder Säure noch Lauge 
(Tabelle V). Dieser Befund steht also in Übereinstimmung mit den 
Angaben von Michaelis und Rona!). Wenn diese Kohle durch starke 
Erhitzung aktiviert wird, verhält sie sich wie die aktivierte Zucker- 
kohle, d. h. sie adsorbiert NaCl unter hydrolytischer Spaltung, die 
Lösung wird alkalisch. In der Tabelle VI wird zunächst gezeigt, wie 
das dieser Kohle anhaftende Alkali durch wiederholte Extraktion mit 
Wasser erschöpft wird. Die Kohle wurde jedesmal mit 400 ccm Wasser 
ausgekocht, das Filtrat mit Schwefelsäure versetzt, durch Kochen 
von CO, befreit und die Schwefelsäure mit NaOH zurücktitriert. 
Die siebte bis neunte Fraktion enthält kein Alkali mehr. Wurde nun 
diese gereinigte Kohle mit NaCl behandelt, so zeigte das Filtrat wieder 
Alkali, und durch wiederholte Extraktion mit kochendem Wasser 
wurde ziemlich genau die äquivalente Menge Säure aus der Kohle 
wieder extrahiert. Bei der sechsten bis siebten Extraktion war der 
Säuregehalt der Kohle erschöpft. Ein anderer Versuch in derselben 
Art ist in Tabelle VII dargestellt, welcher mit derselben Kohlenprobe, 


1) Diese Zeitschr. 94, 240, 1919. 
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Tabelle VI. 


Adsorption von NaCl durch aktivierte Mercksche Tierkohle. 
(Stark aktiviert, etwa 15 Stunden lang auf Rotglut erhitzt.) (2,0 g Kohle.) 
I. Die Kohle wird wiederholt mit je 400 ccm destillierten Wassers 
ausgekocht. Zum Filtrat werden je 5,0 bis 10,0 ccm 0,01 n SO,H, zugesetzt 
und nach dem Auskochen zurücktitriert. Die einzelnen Fraktionen waren 
alkalisch und entsprechen: 


1: Braktion: — =. 2.0.2 4.0 « 6,1ccm 0,01n SO,H, 
2. 5 dé A E EC A 2,2 „ 0,01nSO,H, 
3. ER en A E ee 1,2 „ 0,01nSO,H, 
4. j EE EE 05 „ 0,01nSO,H, 
5. vg EE 0,2 „ 0,01nSO,H, 
6. i EE 0,2 „ 0,01nSO,H, 
7; ët ee Eer ar a e 0,1 „ 0,01nSO,H, 
8. er VE E Be E 0,0 , 0,01nSO,H, 
o, 00 „ 0,01nSO,H, 


Summe . . . . 10,5 ccm 0,01 n BO, H. 


II. A. 400 cem destillierten Wassers werden jetzt durch dieselbe 
Kohle filtriert. 
Zum Filtrat zugesetzt . ee 5,0 ccm 0,01 n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zurück- 


titrieren verbrauchtes Alkali . 5,0 „ 0,0ln NaOH 











Differenz . . , 0,0 cem 


B. Jetzt werden 400 ccm 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrat ergab: 
zugesetzt . . . ann ee E ea 10,0 eem 0,01 n SO,H, 
zurücktitriert . . ... a.. .. . 56 „ 0,0lnNaOH 


Titer des Filtrats 4,4 cem 0,0l n NaOH 


C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 400 ccm destillierten Wassers 
ausgekocht. Die einzelnen Fraktionen waren sauer und entsprechen: 








1. Fraktion . . . 2 2 2 2 2 2 02. 0,4ccm 0,01n NaOH 
Du 25 , 2 2.2.2... 0... 17 „ 0,01nNa0OH 
3. 5 , ea‘ ‘ať’ DR e 0,0] n NaOH 
4. lee une ae e ade rn 0,5 „ 0, 01nNaOH 
5. eh EE .. 0,2 „ 0,01nNaOH 
6. = 0 2 0.2... DI 0,01n NaOH 
7. ge , 2 2.2.2... 0.0.00 „ 0,01nNaOH 





Summe . . . . 3,7 cem 0,01n NaOH 


nachdem sie völlig extrahiert worden war, angestellt wurde. Ein 
weiterer Versuch wurde mit stark aktivierter Kohle aus Naphthalinruß 
angestellt. Im Gegensatz zu unserer früheren Mitteilung!) verhielt 
sich diese Kohle ebenso wie aktivierte Zuckerkohle, sie adsorbierte 


1) Ogawa, 1l. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 17 
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Tabelle VII. 


Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in Tabelle VI beschriebenen 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsserie benutzt und ergibt 
für den Prozeß A: 
zugesetzt . . .. 2 2 2 2 2 2. ..980cem 0,01nH,SO, 
zurücktitriertt - . . ....... 49 „ 0,01nNaOH 


Differenz . . . 0,1 cem 0,01 n SO,H, 


für den Prozeß B: 


zugesetzt . . . 2 220000. . 10,0 cem 0,01nH,SO, 
zurücktitriert . . . . .... 42 „ 0,01nNa0OH 


Alkaligehalt des Filtrats 5,8 cem 0,01n Na o H 


Die einzelnen Fraktionen waren sauer und entsprechen 
für den Prozeß C: 

1. Fraktion . . ... 2 2 2°. . 05ccem 0,01n NaOH 
ve e LR „ 0, 01nNaOH 
vi e, 1,0 „ 0, 01nNaOH 
RK e, DAN „ 0,0l n NaOH 
e, 0,5 „ 0,01l n Na OH 
e e 0,3 „ 0,01 n NaOH 
RR 2 2 20.0... 01 ,„ 0,01nNaOH 
Se 2 2 22000... HAD, 0,01nNa0OH 


Summe ... 4,9 ccm 0,01 n NaOH 








u a A a 


Tabelle VIII. 


Adsorption von HCl und NaOH durch stark aktivierte Naphthalinkohle. 
(6 Stunden lang auf Rotglut erhitzt.) 


1. 0,5g Kohle werden mit 50 cem 0,01 n NaO H-Lösung kurz geschüttelt 
und dann filtriert. 


Zu 25ccm des Filtrats werden zu- 


gesetzt . . . 2» 2 , 50,0 cem 0,01n HCl 
zum Zurücktitrieren verbrauchtes 
Alkali . .... 2 22200. 26,4 „ 0, 01nNaOH 


also 25 ccm Filtrat entsprechen. . . 2,6 cem 0,01 nH wi 
Normalität im Filtrat . . . . . . 0,00944 
adsorbiert (Normalität). . .... 0,000 56 
adsorbierte Menge in Prozenten . . 5,6 
2. 0,5 g Kohle werden mit 50 ccm 0,01 n HCI-Lösung kurz geschüttelt 
und dann filtriert: 
Filtrat. 5% ar. 5 572 8 2 a . 25,0 ccm 
zum Zurücktitrieren verbrauchtes 
Alkali .... 2 222 .2.0.0.195 „ 0,01nNaOH 


5,5 ccm 

25ccm vom Filtrat entsprechen 19,5cem 0,01n NaOH 
Normalität im Filtrat . . . ... 0,007 80 
adsorbiert (Normalität). . . . . . 0,00220 


adsorbierte Menge in Prozenten . . 22,0 


Adsorptionsvermögen verschiedener Kohlenpräparate. 257 


HCl sehr merklich, aber NaOH nur in zweifelhaften Spuren 
(Tabelle VIII). Wahrscheinlich ist das darauf zurückzuführen, daß 
diese Kohle besonders intensiv erhitzt wurde. In der früheren Mit- 
teilung hatte die aktivierte Naphthalinkohle von allen aktivierten 
Kohlenarten ein etwas abweichendes Verhalten, indem sie Lauge 
stärker adsorbierte als Säure. In den jetzigen Versuchen verschwand 
dieser Unterschied, was wohl auf die noch größere Intensität der Er- 
hitzung zurückzuführen ist. Es hat somit den Anschein, daß bei wirklich 
maximaler Aktivierung alle Kohlearten schließlich die gleichen Eigen- 
schaften annehmen, auch wenn sie im Zustande ungenügender Akti- 
vierung sich verschieden verhalten. Auch bei der Adsorption von NaCl 
verhielt sich dieses Präparat wie aktivierte Zuckerkohle, d. h. die 
Lösung wurde alkalisch, und die adsorbierte Säure konnte durch 
wiederholte Extraktion mit kochendem Wasser praktisch vollständig 
wieder erhalten werden (Tabelle IX). 


Die Gesamtresultate sind also folgende: Alle maximal aktivierten 
Kohlenpräparate adsorbieren aus einer Neutralsalzlösung Säure und 
hinterlassen in der Lösung Alkali. Dies gilt auch für die Blutkohle. 
Dagegen bleibt eine NaCl-Lösung nach der Adsorption mit dem käuf- 
lichen, nur gereinigten Präparat von Blutkohle neutral. Eine bei 
mäßiger Temperatur hergestellte Zuckerkohle adsorbiert aus einer 
NaCl-Lösung, umgekehrt, Lauge und hinterläßt eine saure Lösung. 


8. Elementaranalyse von Adsorptionskohlen. 


Bekanntlich besteht keine der natürlich vorkommenden oder 
künstlich dargestellten Kohlenarten zu 100 Proz. aus Kohlenstoff. 
Die reinsten Anthrazite enthalten nicht über 96 Proz. C. Einige in 
neuerer Zeit aufgefundenen Mineralien enthalten noch mehr, aber 
doch niemals 100 Proz. Der von Inostranze/f!) am Onegasee gefundene 
Schungit ergibt die Elementaranalyse C 98,11 Proz., H 0,43 Proz., 
N 0,43 Proz., Asche 1,09 Proz. 


Luzi?) fand für aschefreies Graphitoit C 98,82 bis 99,02 Proz., 
O 0,88 bis 0,44 Proz., H 0,30 bis 0,54 Proz., N 0. 


Analysen von Ruß und anderen künstlichen Kohlenarten ergeben 
in der Regel einen viel geringeren C-Gehalt. Es liegen hierüber Analysen 
von Glassner und Zuida?) für Entfärbungskohle, von Hoffmann und 
Freier?) für kolloidlöslichen Ruß vor. Der Gehalt an Kohlenstoff ist 


1) und 2 Muspratts Chemie" 4, 1578. 

3) Ann.d. Chem. 857, 1075; zitiert nach Ullmann, Enzyklopädie d. 
techn. Chem. 7, 83. 

+) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 53 Jahrg., 1920, S. 2076. 
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Tabelle IX. 
Adsorption von NaCl durch stark aktivierte Naphthalinkohle (1,0 g Kohle). 
A. 400 cem destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 


Zum Filtrat zugesetzt . . . . . . Beem 0,0l n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zurück- 
titrieren verbrauchtes Alkali . . 49 „ 0,0lnNaOH 








Differenz . . . 0,1 ccm 0,01 n NaOH 
B. Jetzt werden 400 cem 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrats ergab: 


zugesetzt . .. 22.2.0. . 10,0 cem 0,01 n SO,H, 
nach dem Kochen zurücktitriert. . 7,1 , 0,01l n NaOH 


Titer des Filtrats 2,9 cem 0,01l n NaOH 


C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 300 cem destillierten Wassers 
ausgekocht. Die einzelnen Fraktionen waren sauer und entsprechen: 


1. Fraktion . . .. 2 2 2.0. . ...0,2ccm 0,01n NaOH 
2. S SE EE 0,5 „ 0, 01n NaOH 
3. ge SC E Bee ee 0,7 „ 0,0ln NaOH 
4. ae e e Ee E ze 0,4 „ 0,01inNa0OH 
5. eg ge EEN re 5% 0,2 „ 0,0ln NaOH 
6. m WEE ae Sn ie 0,1 „ 0,0l n NaOH 
7. Se e , 00 5, 0,01 n NaOH 








Zusammen. . . 2,1ccm 0,0l n NaOH 


Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der oben beschriebenen 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsserie benutzt und ergibt 
für den Prozeß A: 





zugesetzt ne 5,0 cem 0,01 n SO,H, 
zurücktitriert . e, 50 „ 0,0lnNaOH 
Differenz . UU cem 


für den Prozeß B: 


zugesetzt . . . » 2 2° 020. JO eem 0,0l n SO,H, 
zurücktitriert . . . . .. . BH, 0,01nNa0OH 


Alkaligehalt des Filtrats 4,lccm 0,01 n NaOH 


für den Prozeß C: 
Die einzelnen Fraktionen waren sauer und entsprechen 








l1. Fraktion . . . . 2 2 2 2 2. .  0,3ccem 0,0l n NaOH 
2. e , e, DAN an 0,0l n Na OH 
3. ge e wn ee e e A e kt p, 0,01l n Nao0oH 
4. u Den he ee ah ea 0,8 „ 0,01n NaOH 
5. ge ër Pi ..... 04 „ 0,01nNa0OH 
6. ee E EE a .... 03 „ 09,01nNaOH 
7. Sa de Net. due Wat it d ee 0,1 „ 0, 01nNaOH 
8. e E E .. . 00 „ 0, 01nNaOH 


Summe . . . 3,7 cem 0,01n NaOH 
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natürlich von dem Grade der Verkohlung abhängig, und es interessieren 
uns naturgemäß nur die Grenzwerte, denen ein völlig aschefreies 
und vollkommen verkohltes Präparat zustrebt. Insbesondere drängte 
sich die Frage auf, ob die Aktivierung, welche eine Kohle durch das 
Erhitzen erfährt, mit einer Änderung ihrer elementaren Zusammen- 
setzung verbunden ist. 


In der Tabelle X sind die Elementaranalysen zusammengestellt, 
welche ich mit einigen Kohlenarten im normalen Zustande (d. h. durch 
möglichst vollständige Verkohlung bei mäßiger Temperatur hergestellte 
Kohlen) und im aktivierten Zustande ausgeführt habe. 


Diese Analysen wurden in folgender Weise ausgeführt: Eine 
passende Menge der Kohle wurde in ein Verbrennungsschiffchen ein- 
gefüllt und zur möglichsten Entfernung von adsorbiertem Wasserdampf 
und Gasen etwa 5 Minuten lang stark erhitzt, nach dem Erkalten im 
Exsikkator ausgewogen und sofort in das vorbereitete Verbrennungsrohr 
gebracht. Alle unsere Kohlenpräparate erwiesen sich als frei von N. 
Den höchsten C-Gehalt zeigte die Zuckerkohle, 95,2 bis 95,5 Proz., 
während Naphthalinkohle und Paraffinkohle nur gegen 90 Proz. C 
enthielten. Wenn wir das Defizit der Elementaranalyse als Sauerstoff 
betrachten, so ergibt sich, daß in allen Fällen das Verhältnis von H : O 
wohl innerhalb der Versuchsfehler der Zusammensetzung des Wassers 
entspricht. Es ist daher möglich, daß die Kohle außer dem Kohlenstoff 
nur noch Reste von adsorbiertem Wasserdampf enthielt, die sie vielleicht 
bei der Wägung aufgenommen hat. Jedoch kann man das nicht mit 
Sicherheit feststellen. Das Wichtigste aber ist, daß zwischen dem 
normalen und dem aktivierten Präparat derselben Kohlenart nirgends 
ein Unterschied besteht. Die Aktivierung kann somit nicht durch 
einen weiteren Fortschritt der Verkohlung durch die Erhitzung erklärt 
werden. Die Verkohlung scheint schon in unseren normalen Präparaten 
das erreichbare Maximum erreicht zu haben, und das Wesen der Hitze- 
aktivierung kann wahrscheinlich nur durch eine Änderung der Fein- 
struktur, aber nicht der chemischen Zusammensetzung erklärt werden. 


Dieser Umstand gab die Veranlassung, in Anbetracht der Unter- 
suchungen von Debye und Scherrer!) über die kristallinische Struktur 
der Kohle die kristallographische Röntgenanalyse zur Erklärung der 
Hitzeaktivierung zu Rate zu ziehen. Herr Prof. Asahara in Tokio 
hatte die Freundlichkeit, mir seine Erfahrungen in Röntgenaufnahmen 
von Kohle zur Verfügung zu stellen und eine Reihe von Aufnahmen 
mit den von mir hergestellten Kohlenproben zu machen, und zwar 
mit denselben Kohlenarten, die ich für die Elementaranalyse benutzt 





1) Debye und Scherrer, Physik. Zeitschr. 17, 277, 1916. 
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Tabelle X. 
Elementaranalyse von Adsorptionskohlen. 
1. Normale Zuckerkohle: 
a) Kohle = 0,3000 1 C = 95,2 Proz. 
CO, = 1,0470 l H = 0,7 5 
H,O = 0,0195) O= 41 „ 
b) Kohle = 0.3275 3 C = 95,3 Proz. 
CO, = 1,1425 H = 07 ,, 
H.O = 0,0195) O = 40 , 


2. Aktivierte Zuckerkohle: 


a) Kohle = 0,2885 ) C = 95,4 Proz. 
CO, = 1,0090 H= 05 „ 
H,O = 0,0129) O = 41 „ 

b) Kohle = 0,3015 3 C = 95,5 Proz. 
CO, = 1,0555 H = 05 „ 
H.O = 0,0126) O = 41 , 


3. Naphthalinkohle: 


a) Kohle = 0,1494 3 C = 90,9 Proz. 
CO, = 0,3165 H= 13 5 
H,O = 0,0180 IO = 78 „ 


b) Kohle = 0,1260  C = 90,7 Proz. 
CO, = 0,4180 l H = 14 „ 
H,O = 0,0156) O= 79 „ 


4. Aktivierte Naphthalinkohle: 


Kohle = 0,0940 } C = 91,8 Proz. 
CO, = 0,3165 l H= 0,8 ,, 
H,O = 0,0070) O= 74 ,, 
5. Normale Paraffinkohle: 
a) Kohle = 0,1350 3 C = 90,0 Proz. 
CO, = 0,4450 H= "Lë: y 
H,O = 0,0140) O= 88 ,, 
b) Kohle = 0,1590 3 C = 89,7 Proz. 
CO, = 0,5230 H = 1, ,, 
H.O = 0,0162 J) O= 92 ,, 


6. Aktivierte Paraffinkohle: 


Kohle = 0,0728 ı C = 90,0 Proz. 
CO, 0,2397, H = LI ,, 
H,O = 0,0070 j O = 89 „ 


|! 
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hatte, im normalen und im aktivierten Zustande, nach der von ihm 
früher!) beschriebenen Methode gemäß dem Prinzip von Debye und 
Scherer. Bei keinem dieser Kohlenpräparate zeigten sich scharfe 
Interferenzringe, während ein gleichzeitig aufgenommener ‚Acheson- 





Abb. 1. Normale Zuckerkohle. Abb. 2. Hitze»aktivierte Zuckerkohle. 





Abb. 3. Achesongraphit. 


graphit‘“ deutliche Interferenzringe wie in der zitierten früheren 
Publikation von Asahara?) zeigte. Eine Verdeutlichung der Kristall- 
struktur infolge der Aktivierung ist somit auf diese Weise bei keinem 
der künstlich hergestellten Kohlenpräparate zu erkennen, wahrscheinlich 
weil die Einzelkristalle selbst für das Röntgenverfahren zu klein sind. 
Dieses Verfahren trägt somit zur Aufklärung der Hitzeaktivierung 
nichts bei, außer daß es lehrt, daß die Aktivierung nicht mit einer 
wesentlichen Vergröberung der kristallinischen Struktur verbunden ist. 


1) Scientific Papers of the Institute of Physic. and Chem. Research., 
1, 23 bis 30, Tokyo 1922. Japan. Journ. of Chem. 1, 36, 1922. 

2) Scientific Papers of the Institute of Physic. and Chem. Research., 
1, 23 bis 30, 1922. 





Zur Frage der experimentellen Calcarämie. 


Von 


A. A. Schmidt und G. D. Obrastzow. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium und der chirurgischen 
Fakultätsklinik an der Militär-Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 17. März 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Beim Studium der chemischen Zusammensetzung sei es ein- oder 
vielzelliger organisierter Wesen begegnen wir stets der Tatsache, daß 
neben Kohlehydraten, Fetten und Eiweißstoffen eine bestimmte 
Quantität mineralischer Bestandteile vorliegt. Dieser mineralische 
Bestandteil spielt, wenn er auch quantitativ dem organischen weit 
nachsteht, im Lebensprozeß des lebenden Protoplasmas eine über- 
aus große, wenn vielleicht nicht die ausschlaggebende Rolle. Nur 
mittels der Elektrolyte kann das Protoplasma diese oder jene dyna- 
mischen Vorgänge durch ihre organischen Verbindungen zustande 
bringen. 


Unter den Elektrolyten des tierischen Organismus nimmt das Calcium 
nicht die letzte Stelle ein. Das Calcium ist der Bestandteil, welcher seit 
langem die Aufmerksamkeit sowohl der Physiologen als auch der Pathologen 
auf sich zieht. Wenn man früher beim Studium des Kalkstoffwechsels 
das Augenmerk hauptsächlich auf die mikroskopische und chemische 
Zusammensetzung der Knochen lenkte und der Meinung war, daß das 
Calcium im tierischen Organismus nur für die Bildung der Knochen und 
Zähne Verwendung finde, ist man jetzt zu der Ansicht gekommen, daß 
Calcium in dem Organismus nicht allein für den Knochenaufbau, sondern 
auch für jedes andere Gewebe notwendig ist, da es keine Zelle gibt, welche 
nicht eine größere oder geringere Quantität Calcium enthielte. Die einzige 
Ausnahme in dieser Hinsicht bilden die roten Blutzellen, die nach den 
Untersuchungen von Rona und Takahashi (1), Jansen (2), Kramer und 
Tisdale (3) kein Calcium enthalten sollen. 

Für das Leben und die Funktion der Zellenkerne ist eine bestimmte 
Caleiummenge notwendig. Die Einführung von Calcium stimuliert die 
Lebensprozesse sowohl bei Pflanzen als auch bei Tieren. Wir führen einige 
Beispiele aus den Untersuchungen verschiedener Physiologen an. So 
beobachtete z. B. Stohmann beim Studium der Wirkung des Calciums 
auf die Maiskultur, daß es genüge, eine gewisse Quantität salpetersauren 


A. A. Schmidt u. G. D. Obrastzow: Calcarämie. 263 


Caleciums zum Boden, welcher dasselbe nicht enthält, hinzuzufügen, um 
im Laufe von 5 Stunden grüne Triebe zu erhalten, während auf demselben 
Boden, welcher von demselben frei ist, ebensolche Triebe nur nach dem 
Verlauf einiger Wochen entsprossen. Ringer (4) stellte fest, daß Calcium 
für die normale Herztätigkeit unumgänglich notwendig ist. Löb zeigte beim 
Studium der Wirkung der Einwirkung der Calciumsalze auf die niederen 
Seetiere, daß das Nervensystem derselben nur bei einem bestimmten Gehalt. 
an Ca” funktioniert. Weiter sind die Arbeiten von Hamburger (5) und 
Kolzow (5) zu vermerken, welche festgestellt haben, daß Calciumionen die 
Phagocytose begünstigen. Nach den Untersuchungen von Rona und Bien (6) 
aktivieren die Calciumionen das Trypsinzymogen. Für die normale Arbeit 
der Leber und der Niere ist Calcium auch notwendig. So gestaltet nach 
den Untersuchungen von Hamburger und Brinkmann (7) der mangelhafte 
Cealciumgehalt in der die Niere nährenden Flüssigkeit dieselbe für Glucose 
permeabel. Endlich sind von großem Interesse die Versuche von Emmerich 
und Löb (8) an Mäusen, Meerschweinchen und Kaninchen, aus welchen 
hervorgeht, wie groß die Rolle ist, welche das Calcium in den Vermehrungs- 
prozessen spielt. Auf Grund ihrer Versuche haben die Autoren bewiesen, 
daß Calciumeinführung die Fruchtbarkeit steigert, dabei ist die Zahl der 
Jungen im Durchschnitt um 65 Proz. größer als in den Kontrollversuchen. 


Nachdem wir im allgemeinen die Rolle, welche das Calcium in der 
Physiologie der Zellen und Gewebe spielt, berührt, müssen wir in kurzen 
Zügen jene quantitativen Verhältnisse betrachten, in welchen das Calcium 
im Tierorganismus vorkommt. Die Hauptmasse des Calciums befindet 
sich, wie das seither bekannt ist, in den Knochen. Nach den Untersuchungen 
von Grassmann (9) befindet sich Calcium im Knochen in Form eines Komplex- 
salzes der Kohlen- und Phosphorsäure: 


OPO,.Ca 
|o > Ca Jea- «H,O. 
OPO, Ca 


Dieses Salz befindet sich in einer mehr oder minder konstanten Ver- 
bindung mit den Eiweißstoffen. Den Knochen darf man nach modernen 
Beobachtungen in keiner Weise in physiologisch chemischer Hinsicht 
als einen passiven chemischen Körper betrachten, dessen Hauptbedeutung 
darin liege, dem Organismus eine bestimmte Form und Stabilität zu ver- 
leihen. Der Knochen ist ein lebendes Organ, das nicht: nur seinen eigenen 
Stoffwechsel besitzt, sondern auch unter dem Einfluß betreffender Momente 
einen prägnanten Einfluß auf den Calciumstoffwechsel auch anderer Organe 
ausüben kann. 


Was den Gehalt an Calcium in verschiedenen Organen anbelangt, 
so liegen hier Schwankungen von 6 bis 33 mg-Proz. vor. An erster Stelle 
nach dem Reichtum an Calcium steht die Schilddrüse, an letzter die Leber 
und das Muskelgewebe. 


Ein viel größeres Interesse bietet insbesondere für die vorliegende 
Mitteilung die Calciumquantität im Blute. Wie schon oben erwähnt, sind 
die roten Blutkörperchen von Calcium frei ; somit ist das im Blute befindliche 
Calcium zwischen den Leucocyten und dem Plasma verteilt. 

Da aber in quantitativer Hinsicht die ersten nur einen äußerst un- 
bedeutenden Teil des Gesamtblutes vorstellen, so müssen wir beim Studium 
des Calciumniveaus nur seine Höhe im Plasma oder richtiger im Serum 
berücksichtigen, da, wie das aus der Arbeit von Csapo und Faubi (10) 


kd 
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bekannt ist, die auf das Fibrin entfallende Calciummenge nur etwa 0,4 Proz. 
des gesamten im Plasma enthaltenen Calciums beträgt. 


Nach den Untersuchungen von Rona und Takahashi (1) besteht das 
im Blute befindliche Calcium aus drei Komponenten: 1. aus freien Calcium- 
ionen, 2. aus nicht dissoziierten Calciumsalzen und 3. aus dem mit den 
Plasmaeiweißstoffen verbundenen Calcium. Auf das ionisierte Calcium 
entfallen etwa 30 Proz. des Gesamtcalciums im Plasma. Die Quantität 
des letzteren wird nach der von Rona und Takahashi vorgeschlagenen Formel 
bestimmt: 

H+ 
HCO,.HPO;, 


Aus dieser Formel folgt, daß die Caleiumionen dem H* direkt und 
umgekehrt proportional den HCO,” und HPO, sind. Sowohl in physio- 
logischer als auch in pathologischer Hinsicht stellt der ionisierte Calciumteil 
das größte Interesse vor, aber leider ist unsere moderne physiologisch- 
chemische Methodik in dieser Beziehung nicht hinreichend ausgearbeitet, 
und bestimmt man das Calcium im Blute, so müssen wir uns mit der Be- 
stimmung des gesamten Calciums begnügen. 


Die Grenzen der Schwankungen des Calciums im Blute sind im Blute 
normaler Tiere äußerst klein, so daß das Calciumnivean für die betreffende 
Tierart eine mehr oder minder konstante Größe vorstellt. So muß man 
für den Menschen die normale Calciummenge im Serum von 9 bis 11 mg-Proz. 
rechnen (Jansen, Richter Gitter und eigene Beobachtungen). Für den 
Hund, das Schaf und die Katze schwankt das Niveau ungefähr in denselben 
Grenzen (eigene Beobachtungen). Für Kaninchen steht das Niveau etwas 
höher und schwankt zwischen 11 bis 13 mg-Proz. Nivesuschwankungen 
in den Grenzen von l mg-Proz. müssen wir für den normalen Organismus 
als völlig zulässig ansehen. 


Das normale Calciumniveau wird vom Organismus äußerst streng 
gewahrt, und selbst solche Momente, wie Speisesaufnahme und Zufuhr 
von Calciumsalzen per os (bis 6g auf einmal), können die Calciummenge 
nicht verändern [Zoew, Jakobowitz, Clark (ll). Nur bei intravenöser 
Einverleibung löslicher Caleiumsalze gelingt es, den Calciumgehalt im Blute 
zu steigern, aber diese Steigerung hält sehr kurze Zeit an, und alles kehrt 
nach 10 bis 20 Minuten nach der Einführung wieder zur Norm zurück 
[Heubner-Rona, Clark, Tillett (11), Somit wird das Calcium ebenso wie 
die übrigen Blutbestandteile vom Organismus aufs strengste reguliert. 


Um in diese Regulation nähere Einsicht zu gewinnen, wird es von 
Nutzen sein, in Kürze die Konstanz des Blutzuckers zu berühren und uns 
mit dem von Pollak (12) vorgeschlagenen Schema bekannt zu machen: 


Leber — Blut — Gewebe 


Catt = K. 


Nieren 


In diesem Schema finden wir das versorgende Organ (Leber), das 
konsumierende (Gewebe, hauptsächlich die Muskeln) und endlich das aus 
dem Blute die übermäßige Zuckermenge ausführende Organ (Nieren). 
Alle vier Organe, das Blut mit eingeschlossen, arbeiten unter ständiger 
Kontrolle des Zuckerzentrums, das imstande ist, mittels des vegetativen 
Nervensystems und der Drüsen innerer Sekretion das normale Zucker- 
niveau im Blute zu wahren. 
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Hetenyi (13), der an das Studium des sehr wenig in Angriff genommenen 
Regulationsmechanismus des Calciumniveaus getreten ist, schlägt ein 
analoges Schema vor: 


Knochensystem — Blut — Gewebe (?) 
(und andere 
Organe’) Nieren Dickdarm 


Als das versorgende Organ stellt sich in diesem Schema das Knochen- 
gewebe vor. Als konsumierendes Organ erweisen sich wiederum, wie im 
Schema von Pollak, die Gewebe. Aber als konsumierendes Organ im eigenen 
Sinne des Wortes, wie das im Falle des Zuckers ist, welcher in den Geweben 
in Kohlensäure und Wasser verbrannt wird, können die Gewebe nicht 
betrachtet. werden, da das Calcium in ihnen nicht zerstört wird, das einzige, 
was mit ihm geschehen kann — es verändert: seinen Zustand, indem es 
aus dem Ionenzustand z. B. in den nicht dissoziierten oder in den mit 
den Eiweißstoffen verbundenen Zustand oder umgekehrt übertritt. 

Das Calcium besitzt bestimmte Ausscheidungsorgane. Das sind die 
Nieren und die Dickdarmschleimhaut. Dabei werden durch die Nieren 
A bis 10 Proz. des gesamten aus «dem Organismus in 24 Stunden aus- 
geschiedenen Calciums ausgeführt. «lie übrigen 90 bis 95 Proz. werden durch 
den Dickdarm ausgeschieden. In «der Physiologie und Pathologie finden 
wir eine Reihe von Momenten, welche die Nierenausscheidung des Calciums 
steigern, so z. B. die chemische Zusammensetzung der Nahrung, Acidose, 
verschiedene Dickdarmerkrankungen, Phosphaturie, Oxalurie usw. 

Wir erachten es für notwendig, noch eine Arbeit von Hetenyi (14) 
anzuführen, welcher intravenös eine bestimmte Calciummenge einführte 
und im Laufe von 3 Stunden seine vom Organismus ausgeführte Menge 
bestimmte. Dabei erwies es sich, daß der Organismus während 3 Stunden 
schon etwa 50 Proz. des eingeführten Calciums auszuführen imstande 
war, dabei entfiel die Hauptmenge desselben auf die Schleimhaut des 
Diekdarms. Die übrigen 50 Proz. speicherte der Organismus irgendwo 
auf, denn im Blute beobachtete man keine Steigerung des Calciums. Hetenyi 
hält auf Grund chemischer Analysen der Knochen vor und nach der Calcium- 
einverleibung für den Hauptort der Speicherung des Überschusses an 
Calcium im Blute das Knochengewebe. 

Wenn man im Falle der Zuckerregulation mit Gewißheit von einem 
zuckerregulierenden Zentrum spricht, so darf man beim Studium der 
Regulation des Caleciumniveaus nur eine Annahme in dieser Hinsicht aus- 
sprechen. Aber mit größerer oder kleinerer Gewißheit ist schon erwiesen, 
daß das vegetative Nervensystem und die endokrinen Drüsen in der Re- 
gulation des Calciumniveaus eine sehr große Rolle spielen. 

Durch die Arbeiten von Kraus, Zondek, Arnoldi und Wollheim (15) 
kann der vorhandene Zusammenhang zwischen der Elektrolytenmenge im 
Blute und dem Zustande des vegetativen Nervensystems als erwiesen gelten. 
Dabei führt die Reizung des sympathischen Systems zur Abnahme des 
Caleiums und die Reizung des parasympathischen zur Abnahme des Kaliums. 
Andererseits liegen Hinweise vor, daß die Anwendung des Calciums die 
Wirkung des Sympathicus, und des Kaliums die des Vagus ersetzen kann. 
Zondek sagt sogar aus, daß der Antagonismus des sympathischen und 
parasympathischen Systems in dem Antagonismus des Calciums zum 
Kalium zu suchen sei. 

Was die Wirkung des Einflusses endokriner Drüsen auf das Calcium- 
niveau betrifft, so haben wir Arbeiten von Leicher (16) und Leites (17), 
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welche diese Frage beleuchten. Ein besonderes Interesse stellt die Arbeit 
des letzteren Autors vor. Leies entfernte bei Tieren die Glandula thymus 
und parathyreoides und erhielt eine deutliche Herabsetzung des Calciums 
im Blute. Wenn er aber die Thyreoides, die Hoden und Ovarien entfernte, 
so beobachtete er eine prägnant ausgedrückte Hypercalcarämie, dabei 
vergrößerte sich die Calciummenge nach dem operativen Eingriff im Durch- 
schnitt um etwa 20 Proz. 


In der Aufzählung der Momente, welche die Calciummenge im Blute 
beeinflussen, sind von großem Interesse die Beobachtungen von Glaser (18). 
Glaser bestimmte bei Hysterikern die Calciummenge im Blute vor der 
Hypnose und während der Hypnose; dabei gelang es ihm, im letzten Falle 
das Calciumniveau entweder zu steigern oder zu senken in den Grenzen 
von +20 Proz. Bei beruhigender Hypnose beobachtete er eine Senkung 
und bei erregender eine entsprechende Steigerung des Calciumniveaus. 
In einigen Fällen der Hypnose senkte sich das Calciumniveau bis 
2,19 mg-Proz., d. h. es kam eine Senkung um 80 Proz. gegen die Norm 
zustande. Wenn bei weiteren Untersuchungen die Beobachtungen von 
Glaser sich bestätigen, so wird man die Frage nach dem Vorhandensein 
des Calciumzentrums als im positiven Sinne gelöst betrachten können. 

Konkretisieren wir alles über die Veränderungen des Calcium- 
niveaus Gesagte, so kommen wir zu folgenden Schlüssen: 1. Durch 
Einverleibung der Calciumsalze per os oder intravenös gelingt es nicht, 
eine dauernde Steigerung des Calciums im Blute zu erzeugen. 2. Quanti- 
tative Veränderungen im Calciumgehalt erhält man nur bei der An- 
wendung von reizenden Momenten an das vegetative oder zentrale 
Nervensystem. Und endlich 3. man beobachtet verhältnismäßig 
prägnante und langdauernde Veränderungen des Calciumniveaus bei 
der Entfernung verschiedener Drüsen innerer Sekretion. 


Anfang 1925 schlug Prof. W. A. Oppel vor, für die künstliche Er- 
zeugung eines Calciumdepots im kranken Organismus unter die Haut 
ein Knochenstück zu transplantieren. Um den Effekt zu verstärken, 
wurde mit dem Knochen auch die Glandula paratyreoidea vom Rinde 
transplantiert. Dr. Belgorodski (20) studierte das Caleiumniveau bei 
tuberkulösen Kranken und beobachtete eine Steigerung desselben 
nach der Knochentransplantation. 

Die aufgestellte Frage hat nicht nur eine bestimmte praktische 
Bedeutung, sondern sie stellt selbstverständlich auch ein großes Interesse 
in theoretischer Hinsicht vor. Daher schlug uns der hochverehrte Herr 
Prof. W. A.Oppel vor, den Einfluß des transplantierten Knochens auf 
den tierischen Organismus zu studieren. 

Die vorliegende Mitteilung ist als eine vorläufige zu betrachten, 
denn sie berührt nur die Frage über die Wechselbeziehungen zwischen 
dem in den Organismus eingeführten Knochen und dem Calciumniveau 
des Blutes. 


Zum Versuch sind am 20. Juli 1925 12 Kaninchen ungefähr von gleichem 
Gewicht und Alter verwendet. Im Laufe eines Monats sind an den Kaninchen 
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dreimal (mit zehntägigen Zwischenräumen) Blutuntersuchungen in bezug auf 
dessen Calciumgehalt angestellt. Das Blut (Serum) wurde nach der Mikro- 
methode von de Waard (21) untersucht. Am 24. August ist an den Kaninchen 
die Operation ausgeführt. Zwei von ihnen dienten für Kontrollunter- 
suchungen, den übrigen zehn wurden homo- und heteroplastisch unter 
Äthernarkose und unter Einhaltung aller aseptischen Kautelen Knochen- 
stückchen in das Unterhautzellgewebe des Bauches transplantiert. Die 
Knochen sind durch Präparieren in aseptischen Bedingungen vom Kaninchen 
und von der Katze nach deren Tode durch Narkose gewonnen. Für die 
Transplantation wurden die Femoral- und beim Kaninchen auch die Tibial- 
knochen genommen; die Knochen wurden vom Periost gereinigt, längs 
gespaltet und ihre Abschnitte, etwa 2 bis 3 cm lang, wurden, wie gesagt, 
in das Unterhautzellgewebe des Bauches transplantiert. Dabei wurde 
jedesmal im Unterhautzellgewebe eine große ‚„Tasche‘‘ zustande gebracht, 
damit der Knochen nicht die Linie des Hautschnittes berühre. Auf diese 
Weise sind fünf Kaninchen Kaninchenknochen transplantiert (homo- 
plastische Serie) und fünf Kaninchen Katzenknochen eingepflanzt (hetero- 
plastische Serie). Zwei Kontrolltieren sind Hautschnitte mit Bildung von 
„‚Taschen‘‘ im Unterhautzellgewebe und nachfolgendem Zunähen der 
Hautschnitte ausgeführt. 


Bei nachoperativeı Beobachtung der Kaninchen konnte man sich 
davon überzeugen, daß um die transplantierten Knochen kein Infiltrat 
vorliegt und daß sie sich frei unter der Haut verlagern lassen. Erst am 
zehnten Tage nach der Transplantation wurde eine gewisse Fixation des 
Trensplantats an die Bauchmuskeln wahrnehmbar, dabei war die Haut über 
den verpflanzten Knochen an dieselben nicht angewachsen und vollkommen 
frei beweglich. Diese Fixation an die Muskeln der vorderen Bauchwand 
ist etwa zum 20. Tage nach der Transplantation deutlich ausgeprägt. 
Im weiteren entdeckte die Palpation keine besonderen Veränderungen 
an der Stelle des Transplantats, und 4 Monate später blieb die Haut über 
den transplantierten Knochen beweglich. 


Am 20. Dezember, d. h. 4 Monate nach der Transplantation, führte 
man an den Kaninchen unter Wahrung derselben Kautelen binsiclitlich 
der Narkose und Asepsis, wie bei der ersten Operation, die Entfernung 
der transplantierten Knochen aus. Das dabei erzielte Bild war das folgende: 
Die transplantierten Knochen sind in eine bindegewebige Kapsel einge- 
schlossen, welche von einem stark injizierten Netze von in die Kapsel 
eindringender Gefäße umgeben ist. Irgendwelche Spuren der Resorption 
der transplantierten Knochen gelang es makroskopisch nicht wahrzunehmen. 
Der letzte Umstand sagt natürlich nichts über die chemische Zusammen- 
setzung des Transplantats aus, insbesondere über die Caleciummenge in 
demselben. Die quantitativen Veränderungen des Calciums im Trans- 
plantat, sowohl im hetero- als auch im homoplastischen, haben uns bei 
der vorliegenden Untersuchung nicht interessiert, und sie müssen den 
Gegenstand einer besonderen Studie abgeben. 

Was den Allgemeinzustand der operierten Kaninchen anbelangt, so 
lassen sich gar keine Abweichungen von der Norm vermerken. Zum 
Schluß der Beobachtung sind Anfang des vierten Monats nach der Operation 
zwei Kaninchen aus der homoplastischen Serie an einer zufälligen Ursache 
zugrunde gegangen. 

Gehen wir nun zur Betrachtung der Calciumschwankungen im Blute 
über, die nach der Operation statthatten. Das Blut wurde im Laufe des 
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ersten Monats auf den 4., 10., 20. und 30. Tag nach der Operation unter- 
sucht. Im Laufe der letzten 3 Monate wurde das Blut nur viermal unter- 
sucht, da die erhaltenen Resultate sich wenig von den Ergebnissen des 
ersten Monats unterschieden. 

Betrachten wir die durchschnittliche arithmetische Kurve der Calcium- 
schwankungen bei Kontrolltieren (Serie I, Kontrolltiere, Abb. 1), so sehen 
wir, daß der operative Eingriff auf das Calciumniveau im Blute keinen 
Einfluß gehabt hat: vor der Operation war das durchschnittliche Calcium- 
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niveau im Laufe des Monats 11,9 mg-Proz., und nach der Operation blieb 
das Niveau im Laufe von 4 Monaten 11,9 mg-Proz. Eine völligere Ko- 
inzidenz läßt sich gar nicht mehr wünschen. 

Wenden wir uns der zweiten Serie, der heteroplastischen, zu (Abb. 2), 
welche zum Transplantat den Katzenknochen einverleibt erhielt, so gelingt 
es, bei aufmerksamer Betrachtung des mittleren arithmetischen Niveaus 
des Calciums eine gewisse Steigerung des letzteren im Blute zu bemerken, 
so war z. B. vor der Operation das Niveau 12,2 mg-Proz., und nach der 
Transplantation steigerte es sich bis 12,7 mg-Proz.; freilich beträgt die 
Steigerung im ganzen nur 0,5 mg-Proz., aber da diese Steigerung den 
mittleren Durchschnitt von fünf Kaninchen ausmacht und im Laufe von 


3% Monaten anhält, so nehmen 
wir uns die Freiheit zu meinen, 
daß die heteroplastische Serie 
im ganzen nach der Trans- 
plantation des Katzenknochens 
eine Steigerung des Calciums 
im Blute um 4 Proz. ergibt. Bei 
der Betrachtung der einzelnen 
Kaninchen (vgl. Tabelle I) haben 
wir folgendes Bild: ein Kanin- 
chen gab (Nr. 5) in demselben 
34, monatigen Zeitraum eine 
Senkung des Calciumniveaus 
um 2,5 Proz.,* zwei Kaninchen 
(Nr.2 und 3) gaben eine Stei- 
gerung um 4 Proz., ein Kanin- 
chen (Nr. 4) eine Steigerung 
um 8 Proz. und endlich das 
letzte Kaninchen (Nr. 1) eine 
Steigerung um 9 Proz. Somit 
gaben mit Ausnahme eines 
Tieres die übrigen vier eine 
deutliche Zunahme des Calciums 
im Blute. 


Es erübrigt noch, die 
dritte, die homoplastische Serie 
(Abb. 3) zu betrachten, der der 
Kaninchenknochen transplan- 
tiert wurde. Die dargestellte 
Kurve weist deutlich das posi- 
tive Ergebnis der Transplan- 
tation auf. Wenn vor der 
Operation das Calciumniveau 
auf der Höhe von 11,9 mg-Proz. 
war, so beträgt es nach der 
Operation 13,0 mg-Proz., was 
einer Steigerung um 9 Proz. 


entspricht. Betrachten wir 
jedes Kaninchen einzeln, so 
haben wir: zwei Kaninchen 


(Nr. 7 und 11) geben einen Zu- 
wachs um 5 Proz., eins (Nr. 9) 
um 9 Proz., noch eins (Nr. 10) 
um 10,5 Proz. und endlich das 
letzte (Nr. 8) um 17 Proz. Wir 
sind der Ansicht, daß nach 
dem dargestellten keine Zweifel 
über den positiven Effekt der 
Transplantation bestehen. 


Am 20. Dezember sind nach 
dem Verlauf von 4 Monaten 
nach der Transplantation die 
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Calcium in mg-Proz. im Blutserum. 
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Knochen exstirpiertt. Hat nun dieser Eingriff das Celciumniveau beein- 
flugt? Es scheint das nicht der Fall zu sein, wenigstens verringerte sich 
10 Tage nach der Knochenexstirpation die Calciummenge im Blute nicht, 
sondern verblieb auf der früheren Höhe. 


Welches ist der Mechanismus der Einwirkung des Transplantats auf 
die Steigerung des Calciums im Blute? Die erste und einfachste Erklärung, 
die hier einfällt, ist die folgende: Unter die Haut wird ein an Calcium 
sehr reiches Gewebe transplantiert. Der empfangende Organismus sucht 
sich vom Fremdkörper zu befreien und resorbiert denselben. Dabei befreit 
sich ein bestimmter Teil des Calciums, welcher nun zu einer gewissen 
Steigerung desselben im Blute führt. Uns völlig dieser Erklärung an- 
schließen können wir nicht, da uns eine Tatsache fehlt. Das ist nämlich 
die Abnahme der Calciummenge im Transplantat. Wenn man zuläßt, 
daß das Transplantat allein das Calciumniveau im Blute steigere, so müßte 
man erwarten, daß nach seiner Entfernung das Calciumniveau sich bis 
zur anfänglichen Grenze senken würde. Aber tatsächlich beobachten wir 
das nicht. 


Uns scheint es, daß die Verhältnisse hier etwas anders liegen. Was 
stellt der Knochen vor? Es ist eine komplizierte chemische Verbindung 
der Eiweißstoffe mit Calciumsalzen der Kohlen- und Phosphorsäure. Bei 
der Transplantation muß der empfangende Organismus, ehe er den Knochen 
zerstört, bestimmte Bedingungen schaffen, welche die Resorption des 
transplantierten Gewebes bedingen. Diese Bedingungen bestehen aller 
Wahrscheinlichkeit nach in Veränderungen des physikalisch-chemischen 
Bestandes des Blutes, und als solche wirken sie nicht nur auf das Knochen- 
gewebe des Transplantats, sondern auch, und vielleicht in erster Linie, 
auf das eigene Knochengewebe. Dabei mobilisieren sie mittels eines kom- 
plizierten, nervös-endokrinen Apparates das Calcium, welches in das Blut 
ausgewaschen wird. Bei der Homoplastik kommt die entsprechende aktive 
Reaktion leichter zustande als bei der Heteroplastik, durch diesen Umstand 
sind wir geneigt, die größere Steigerung des Calciums im Blute im ersten 
Falle als im zweiten zu erklären. 


Nach der Entfernung des Transplantats verschwinden die geschaffenen 
Bedingungen nicht sofort, sondern bestehen fort und mobilisieren das 
Calcium aus dem Knochengewebe.. Hieraus folgt der gesteigerte 
Calciumgehalt im Blute auch nach der Entfernung der trans- 
plantierten Knochen: 


Schlußfolgerungen. 


1. Bei experimenteller Transplantation des Knochengewebes ver- 
ändert sich das Calciumniveau im Blute des Empfängers im Sinne 
seiner Steigerung. 

2. Diese Steigerung ist stärker bei homoplastischer als bei der 
heteroplastischen Transplantation ausgeprägt. 


3. Wir müssen annehmen, daß der Transplantationseffekt nicht 
nur von der Mobilisation des Calciums aus dem Transplantat, 
sondern auch aus dem Knochengewebe des empfangenden Orga- 
nismus abhängt. 


Calcarämie. 371 


Literatur. 


1) Rona und Takahashi, diese Zeitschr. 81, 336, 1911.— 2) W. H.Jansen, 
Arch. f. klin. Med. 125, 168, 1918. — 3) Kramer und Tisdale, Journ. of 
biol. Chem. 58, 241, 1922. — 4) Referiert nach Lukomski, Wratschebnaja 
Gaseta 1925, Nr. 2, S. 34. — 5) E. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. 
11, 180, 1923. — 6) Rona und Bien, diese Zeitschr. 64, 13, 1914. — 7) Referiert 
nach E. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. 11, 181, 1923. — 8) Referiert 
nach Lukomski, Wratschebnaja Gaseta 1925, Nr. 2, S. 34. — 9) Grassmann, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 161, 1909. — 10) Csapo 
und Faubl, diese Zeitschr. 150, 513, 1924. — 11) Referiert nach Hetenyt, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 123, 1924. — 12) Pollak, Ergebn. d. 
inn. Med. u. Kinderheilk. 28, 337, 1923. — 13) Hetenyi, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 48, 123, 1924. — 14) Derselbe, ebendaselbst 48, 131, 1924. — 
15) Zondek, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 17, S. 707. — 16) Leicher, Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. 141, 1922. — 17) Leites, diese Zeitschr. 150, 183, 1924. — 
18) Glaser, Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 3; referiert nach Chem. 
Centralbl. 1924, II, Nr. 20, S. 2408. — 19) Derselbe, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 46, 65, 1925. — 20. Beigorodski, erscheint demnächst aus der 
chirurgischen Abteilungd. Krankenhauses Z. E. Metschnikoffs.— 21) deWaard, 
diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 


Biochemische Zeitschrift Band 172. 18 


Beiträge zur Kenntnis des intermediären Fettstoffwechsels. 


I. Mitteilung: 


Über einige Versuche zur Frage der Beeinflussung des Kohlehydrat- 
stoffwechsels durch Fettzufuhr. 


Von 
Tokuryna Takao. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitāte- 
| instituts.) 


(Eingegangen am 27. März 1926.) 


Die Frage, ob eine direkte Zuckerbildung aus Fett möglich sei, 
gehört zu denjenigen, die immer wieder sich der Aufmerksamkeit der 
Stoffwechselphysiologen und -pathologen aufdrängen und die, scheinbar 
im negativen Sinne erledigt, doch immer wieder auftauchen. 

Eine Erörterung der überaus umfangreichen Literatur dieses 
Kapitels kann hier unmöglich Platz finden und wäre um so überflüssiger, 
als dieselbe ebenso wie der gegenwärtige Stand der Frage von A. Magnus- 
Levy!) sowie von Geelmuyden?) in vortrefflicher Weise kritisch behandelt 
worden ist. Es mag darum genügen, einige Grundtatsachen und einige 
wichtige Fehlerquellen zu rekapitulieren, die bei derartigen Versuchen 
beachtet werden müssen. 


L Eine Zuckerbiklung aus Glycerin ist sicher. Neue Versuche aus dem 
Laboratorium von Graham Lusk haben ergeben, daß das Glycerin sich fast 
quantitativ in Zucker umzuwandeln vermag. Da aber Fett zu etwa einem 
Zehntel aus Glycerin besteht, kann eine Zuckerbildung aus hohen Fettsäuren 
nach Fettzufuhr nur dort für erwiesen gelten, wo die Zuckerbildung aus 
Glycerin nicht zur Erklärung ausreicht. 

2. In manchen Fällen von schwerem Diabetes beim Menschen und beim 
Tiere hat man bei Beobachtung des Zucker-Stickstoffquotienten eine so 
große Zuckermenge im Harn gefunden, daß der Eiweißzerfall nicht aus- 

‚reichend erschien, um die Zuckerbildung im Organismus zu erklären, und 
man eine Zuckerbildung aus Fett herangezogen hat. Derartige Beobachtungen 


1) A. Magnus-Levy in Oppenheimers Handb. d. Biochem., II. Aufl., 
8, 362 bis 364, 1925; vgl. auch I. Aufl., 4, 1, 345 bis 346, 1911. 

2) Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 21, 1923; vgl. auch O. v. Fürth, 
Probleme 2, 237 bis 243, 1913. 
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sind schon darum nicht eindeutig, weil die Möglichkeit einer N-Retention 
(0. Zöwy) dabei nicht immer ausreichend beachtet worden ist. 

3. Fettmästung bei Phlorrhizintieren schien keine Glykogenneubildung 
zu bewirken (Pflüger). 

4. Nach Fettzulage beim diabetischen Menschen und Tiere hat man eine 
Vermehrung der Zuckerausscheidung in der Regel vermißt (Naunyn, 
Mering, Hübner, O. Loewy, I. Schmidt). Es gelingt bekanntlich nicht ohne 
weiteres, beim Fett dessen unmittelbare Beteiligung am Stoffwechsel zu 
erzwingen. Aber Magnus-Levy machte demgegenüber mit Recht geltend, 
man dürfe aus dieser sicheren Tatsache nicht schließen, daß aus Fett kein 
Zucker entstehe, denn auch die größten Fettzulagen steigerten den Fett- 
umsatz nicht oder nur wenig. Beim vorher hungernden Tiere verbrennt 
es an Stelle des vorher oxydierten Körperfettes. 

6. Eine etwaige Zuckerbildung aus Fett könnte, wie Magnus-Levy 
meint, immerhin durch Fortfalä des Eiweißzuckers maskiert werden, um so 
mehr als das Fett wohl insbesondere dann umgesetzt wird, wenn kein 
Eiweiß zur Verfügung steht. 

6. Beim Phlorrhizinhunde sind Fettsäuren mit paariger Zahl von 
C-Atomen wie Builersäure und Capronsäure, von denen man immerhin 
annehmen kann, daß sie beim Abbau der hohen Fettsäuren auftreten, keine 
Zuckerbildner. 

7. Manche Angaben über Zuckerbildung aus Fett sind insofern nicht 
beweisend, als dabei der Bestand des Körpers an Glykogen nicht ausreichend 
berücksichtigt worden ist. 

8. Die meisten Autoren haben ohne weiteres angenommen, daß aus 
Eiweiß Zucker nur im Verhältnis D:N = 2,8 entstehen könne (das ist 
45g Zucker auf 100g Eiweiß), während Graham Lusk bei zahlreichen 
Phlorrhizintieren D : N = 3,6 bis 3,7 gefunden hat [das ist 60g Zucker 
aus 100g Eiweiß?)]. 

Magnus-Levy gelangt zu der Schlußfolgerung, „nach biochemischen 
Analogien muß die Möglichkeit einer Zuckerbildung aus Fett auch im 
Tierreich zugegeben werden, da sie im Pflanzenreich in gewissen fett- 
haltigen Samen verwirklicht ist. Sie wird in organisch richtiger Weise 
von Noorden gefolgert, aus der Konsequenz der Lehre, nach der die 
Zuckerverbrennung im Diabetes nicht gestört ist. Die Richtigkeit 
dieser Lehre kann ich nicht für erwiesen halten, trotzdem sie neuer- 
dings von Geelmuyden ... kritisch durchgearbeitet und vertreten 
worden ist... Ich muß auf dem Standpunkt bleiben, daß direkte 
Beweise für die Enstehung von Zucker aus Fett nicht erbracht sind.“ 

Es möge mir gestattet sein, einige eigene Versuche über die Beein- 
flussung der Zuckerausscheidung durch Fettbeibringung bei hungernden 
Phlorrhizin- und Adrenalintieren sowie über die Beeinflussung des 
Kohlehydratgehalts der Lebern hungernder Ratten durch Fettzufuhr 
mitzuteilen, durch welche ich einen, wenn auch nur sehr bescheidenen 
Beitrag zu dem umfangreichen bereits vorliegenden Versuchsmaterial, 
welches sich auf diese schwierigen Probleme bezieht, zu liefern versuche. 


1) Vgl. Magnus-Levy, I. Aufl., 4, 1, 347. 
18 * 
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Vorausschickend bemerke ich, daß auch diese Versuche keinen 
Anhaltspunkt für die Zuckerbildung aus hohen Fettsäuren zu liefern 
vermochten. 


I. Versuche an Phlorrhizinhunden. 


Eine Zuckerbildung aus Fett bei Phlorrhizintieren ist in jüngster 
Zeit wieder von Brugsch!) angenommen worden. Dieser meint, die 
Organe von Phlorrhizintieren seien auf Zuckerbildung eingestellt, und 
diese vollziehe sich im Hungerzustande anscheinend besonders aus 
Fett (Fettsäuren und Glycerin). 

In unseren Versuchen erhielten die hungernden Versuchstiere, 
vom zweiten Versuchstage angefangen, täglich eine Injektion von lg 
Phlorrhizin in 7ccm Olivenöl suspendiert. Die Beobachtung bezog 
sich auf Harnmenge, Körpergewicht, Zucker- und Stickstoffausscheidung 
sowie die Relation D:N. Sobald sich die Relation D : N auf den ge- 
wohnten Wert um 3 herum eingestellt hatte, wurde mehrere Tage nach- 
einander ohne sonstige Nahrungszufuhr je 100 g Speck zugeführt oder 
aber 100 g einer Olivenölemulsion mittels Schlundsonde beigebracht. 
Ineinem Falle wurden dem Olivenöl überdies 4g glykocholsaures Natrium 
zugeführt in der Hoffnung, in dieser Weise eine schnellere Resorption 
und Verwertung des Fettes erzwingen zu können. 




















Tabelle I. 
Datum | en Futter Phlorrhizin |Harnmenge | p N | D:N 

Hund I 2 
23. XI.|| 79 gewöhnlich | — — — | — | — 
24. XI.| 79 Hunger ' — 340 — | — : — 
25. XJ. — £ "Le subk 100 — | — — 
26. XI.) — y i Wë |110 | 47 | 23 
27. XI.) 72 | R „n | 140 |153 | 50 | 30 
28. XIL.| 6,9 100g Speck „n | 3285 :219 | 94 | 2,3 
29. XII 68 S x 40 |403 | 95 | 42 
30. XL) — y á 250 |156 | 61 | 28 
1.XIL. || 62 S S 240 81 | 42 | 19 
2. XII.) 6,2 1kg Rindfl. S | 230 138 | 60 | 2,3 
3. XII. | 6,2 y | a | 400 |244 |108 |23. 
XII 62 frei 1,366 |198 | 90 | 22 

Hund II 9 
8 I. | 10,20 Hunger l g subk.;) — — — | — 
9. I. || 10,00 g „ = li a 
10. I. 9,80 ý R 660 | 30,26 | 7,68) 39 
11. I. 9,63 ý S 495 120,23 612| 33 
12. 1. 9,40 100 g Speck e 770 20,69 | 7,66 | 2,7 
13. I. 9,35 S i 605 | 20,85| 7,84| 2,7 
14. I. 8,85 _ | — 520 | 19,10 | 5,45 | 35 


1) Th. Brugsch, S. v. Exten und H. Horsters, diese Zeitschr. 150, 49, 1924. 
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Tabelle I. Fortsetzung. 








Datum . eil e Futter Phlorrhizin | D | N | D:N 
Hund III o 
18. I. |: 103 | Hunger — — — | =| — 
19. I. © 100 | j | 1,0 250 z= | BBI — 
20. I. ı 100 n 1,0 180,100 | 35 | 29 
21. L | 9,8 x 1,0 330 |186 | 62 | 30 
22. I. ! 986 100 g Speck 1,0 255 |151 | 51 | 30 
23. LL 95 R 1,0 435 |230 | 80 | 29 
24. I. 95 | frei — 805 |25,6 | 9,3 | 2,6 
Hund IV Ẹ 
25. L | 74 Hunger — 590 — 4,3 
26. Lu 73 = 1,0 160 — | 34 | — 
27. I. | 72 i 1,0 250 |293 | 65 | 45 
28. I. | 70 S 10 kenHam — | — | — 
29. I. | 6,8 A 500 |209 | 80 | 236 
100g Olivenöl- 
30. I. 6,5 | nn 1,0 765 |253 | 86 | 30 
31. I. 6,3 dasselbe 1,0 415 |132 | 49 | 2,7 
1. II. | 60 frei — | 590 |158 | 53 | 30 
Hund V 
6. II. | 725 Hunger | — 420 ur AES 
7. II. | gan f 1,0 — — ] — | — 
8. II. | 7,00 n 1,0 120 |105 | 37 | 238 
9. II. ! 6,80 $ 1,0 320 |120 | 38 | 3,2 
|l 100 g Olivenöl 
10. II. ! 6,60 Lu el 1,0 40 |139 | 44 | 32 
) natrium 
N 70g Olivenöl 
11. II. "© 6,40 |1-18Glykokoi. 1,0 385 |173 | 56 | 31 
| natrium 
12. Il. || 6,10 frei m 225 73 | 24 | 2,7 





Bei objektiver Beurteilung dieser Versuche wird man aus denselben 
keinerlei Anhaltspunkte für eine Zuckerbildung aus hohen Fettsäuren 
herauslesen können. Die Verdoppelung der Zuckerausscheidung nach 
Speckzufuhr beim Hunde I würde durch den Glyceringehalt nahezu 
erklärt werden, abgesehen davon, daß sie durch den Abfall der folgenden 
Specktage kompensiert wird. 


I. Versuche an Adrenalinkaninchen. 


Bei hungernden Kaninchen wurde durch tägliche subkutane 
Injektion von Adrenalin (0,5 ccm einer lprom. Lösung, i. e 0,5 mg pro 
Kilo) Glykosurie erzeugt, die allmählich auf 0 bzw. auf einen minimalen 
Wert absank, je nach der Höhe des Glykogenvorrats der Leber. Sobald 
dieser Zeitpunkt erreicht war, wurden den im übrigen hungernden 
Tieren 50 bzw. 100 ccm einer 10 proz. Olivenölemulsion mit der Schlund- 
sonde beigebracht. 
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Datum 


| 
| 


Körper; 
gewicht 


2,300 
2,130 
1,985 
1,835 
1,770 
1,740 
1,695 
1,670 
1,570 
1,540 
1,480 
1,100 


905 
885 


| 


| 


| 


| 
| 
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Tabelle II. 


Futter 


| Hamm 
Adrenalin in 24 ZE D 


Kaninchen I o 


Hunger 


n 
n 


50g Olivenöl- ) 


emulsion 


— 


| 1,5 ccm 
subkutan 


| 
d 140 
WT 


150 
115 


Versuch abgebrochen. 
Kaninchen II 2 


Hunger 
7 
n 


10 g Ölsäure 
in 100 H,O 
dasselbe 


| 1% 


} 1,5 
l, 


Versuch abgebrochen. 


Kaninchen III o 


| Hunger 
n 
n 


emulsion 
dasselbe 
frei 


50g Olivenöl- ) 15 


Versuch abgebrochen. 
Kaninchen IV 


Hunger 


3 


3333193339333 


dasselbe 





'5g Ölsäure N. u. 
0,5g Glykokoll 


wë zë wë wo“ 


Fa Fa Fatatatatatakatätztatd 
En On na On CH CH CH On CO CH CH CH 


~ 


zf oe ww 


më 


kd 


| 


Exitus. 


Intermediärer Fettetoffwechsel. I. 277 


Tabelle II. Fortsetzung. 

















Datum éi w cl Futter l Adrenalin | Harnmen x| > | N BES 
Kaninchen v 
22. IJ. . 2,590 Hunger — 130 ze. 17137 1, = 
23. II 2,385 a 1,5 155 a IT h ee 
24. II. " 2,456 S 1,5 120 | 1,11 | 1,54 | 0,7 
25. IS S Lë 195 | 0,13 | 0,97 | 0,13 
26. TI. | 2,250 Lë 115 | 0,07 | 0,90 | 0,08 
27. II. | 2245 | 50g Olivenöl | 15 15 |o 104 | — 
28. II. || 2,130 lbe Lë 215 | 0,24 | 2,24 | 0,10 
1. III. |, 2,000 frei _ 110 | 0,04 | 1,37 | 0,03 
Exitus 


Ein Blick auf die Versuchsresultate lehrt, daß in zwei von den 
Versuchen die Zuckerausscheidung nach Fettzufuhr 0 blieb, in zwei 
anderen Versuchen traten einige Dezigramme Zucker (0,2 bis 0,5 g) im 
Harn auf, was selbstverständlich weiter keinerlei Schlußfolgerungen 
gestattet, insofern ja mit dem zugeführten Olivenöl etwa 0,5g zucker- 
bildenden Glycerins eingeführt worden war. Nur in einem einzigen 
Versuch (Kaninchen I) sahen wir unmittelbar nach der Zufuhr von 
Olivenöl, nachdem tags zuvor der Harn zuckerfrei geworden war, eine 
erhebliche Zuckermenge (1,5g) im Harn auftreten. Man wird sich 
hüten müssen, diese vereinzelte Beobachtung allzu hoch einzuschätzen, 
und dies um so mehr, als ja, wie bekannt, längere Zeit hungernde 
Kaninchen durch Eiweißzerfall Zucker und Glykogen neu zu bilden 
vermögen und dieser Fall tatsächlich eine Verdoppelung der Stickstoff- 
ausscheidung dem Vortage gegenüber zeigte. 


III. Versuche an Ratten. 


Daß Ratten Zucker aus Fett zu bilden vermögen, ist erst kürzlich 
von L. Asher!) nachdrücklich betont worden. Bei Ratten, die durch 
Vorbehandlung mit Pepton, Schilddrüsenstoff und Phlorrhizin kohle- 
hydratfrei gemacht worden waren, führte Zusatz von Fett zur Nahrung 
zu einer erheblichen Steigerung der Zuckerausscheidung im Harn. Da 
eine entsprechende Steigerung der N-Ausscheidung nicht bestand, 
wurde auf eine Zuckerbildung aus Fett geschlossen. 

Wir selbst gingen folgendermaßen vor: 

Weiße Ratten wurden einige Tage teils hungern gelassen, teils mit 
Speck gefüttert. Es wurde sodann der Gehalt der Lebern an Gesamt- 
kohlehydraten bei den hungernden und bei den mit Speck gefütterten 
Ratten sorgfältig verglichen. Bezüglich der Methodik dieser Versuche 


1) L. Asher und Calvo-Criado, diese Zeitschr. 164, 76, 1925. 
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hielt ich mich völlig an die Methode, welche von meinem Kollegen 
Tomio Fukui kürzlich in diesem Laboratorium gelegentlich seiner 
Untersuchung „Über den Kohlehydratverlust der Lebern hyper- 
thyreoidisierter Ratten, zugleich ein Beitrag zur Frage der Wert- 
bestimmung von Schilddrüsenpräparaten‘‘!) ausgearbeitet worden ist. 
- Dabei wird nach dem Vorgange von O. Loewy (Therapeutische Monats- 
hefte 32, 350, 1918) der Gesamtkohlehydratgehalt der Lebern nach 
Hydrolyse mit verdünnter HCl nach Bertrand bestimmt. 

Ich habe diese Versuche an 30 Ratten durchgeführt. Die Ratten 
sind dem Hungern gegenüber recht empfindlich, nur größere und gut 
genährte Tiere vermögen länger als 3 Tage zu hungern, die meisten 
gehen nach dreitägigem Hungern, viele schon früher, zugrunde. Zur 
Analyse gelangten nur solche Tiere, welche getötet, nicht aber spontan 
zugrunde gegangen waren, um eine Trübung der Versuchsresultate 
durch postmortale Glykolyse hintanzuhalten. Berechnet man aus den 
mittleren Lebergewichten und den mittleren prozentischen Kohle- 
hydratgehalten der Leber die mittleren Gesamtkohlehydratgehalte 
derselben, so ergibt sich für die Hungertiere ein Mittelwert von 0,047 g 
Zucker, für die speckgefütterten Ratten dagegen 0,094 g. 





Tabelle III. 
D Körpers Koblehydrat- 
Kö > Leber» 
Nr. gesicht Hungertage Sa EE Fetttage gewicht en der Leber 
02. 








5 6 
16 2 | 
17 2 
2] 2 
22 2 
29 2 
142 | — 128 | — | 421 | 1,12 
1 124 3 120 3 4,80 1,64 
2 175 3 185 2 7,00 1,04 
3 175 3 170 4 5,61 2,22 
4 187 3 170 9 5,60 1,52 
14 ' 765 2 60 3 2,87 2,45 
18 120 2 100 2 4,45 0,97 
20 155 2 145 1 4,42 2,24 
23 175 2 150 | 1 6,05 0,97 
25 | 190 3 160 | 6 8,00 3,00 
153 | — 140 | 3, | 5,31 | 1,78 


Es hatte sich sonach der Gesamikohlehydratgehalt der Lebern bes den 
speckgefütterten Tieren verdoppelt. Jedoch auch in der Wertung dieser 
scheinbar positiven Resultate müssen wir außerordentlich vorsichtig 


1) Tomio Fukui, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 410, 1928. 
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sein. Wir müssen beachten, daß die Tiere im Mittel 3 Tage lang je 
10g Speck, also etwa 2,7 g Glycerin zur Verfügung gehabt hatten. 
Wenn die Tiere auch vielfach nicht die ganze Speckration gefressen 
hatten, so ist es ja klar, daß die Zuckermenge, welche aus den Fett- 
säuren entstanden sein könnte, von ganz anderer Größenordnung sein 
müßte als es dem Zuwachs von 0,05g Kohlehydrat in der ganzen 
Leber entspricht. 

Sonach ist auch diese Versuchsreihe für eine Zuckerbildung aus 
hohen Fettsäuren nichts weniger als beweisend. 

Es ist uns also weder bei Adrenalinkanınchen, noch bes Phlorrhizin- 
hunden, noch endlich bei mit Speck gefütterten Ratten gelungen, sichere 
Anhaltspunkte für den Übergang von hohen Fettsäuren in Zucker zu 
gewinnen. 

Im Zusammenhang damit sei daran erinnert, daß ältere Erfahrung 
und neuestens auch Versuche aus dem Laboratorium von Thomas!) zu 
dem Ergebnis geführt haben, daß es nicht gelingt, einen unmittelbaren Abbau 
von hohen Fettsäuren direkt zu erzwingen: Ein Hund wurde reichlich mit 
Kohlehydraten gefüttert, bis die Stickstoffausscheidung auf ein Minimum 
herabgedrückt war. Ersatz der Kohlehydrate durch 150g Olivenöl trieb 
die N-Ausscheidung in die Höhe. Aber keine Spur von Acetessigsäure und 
ß-Oxybuttersäure trat auf, wie sie wohl hätten auftreten müssen, wenn es 
zu einem Massenabbau hoher Fettsäuren reichlich gekommen wäre. Man 
mußte aber daran denken, daß vielleicht das Glycerin im Olivenöl anti- 


ketogen wirke. Daher wurde dann statt des Olivenöls Ölsäure bzw. Stearin- 
säure angeführt. Auch jetzt traten keine Acetonkörper auf! 


Zusammenfassung. 


Weder eine Reihe von Versuchen über die Harnausscheidung 
hungernder Phlorrhizinhunde und Adrenalinkaninchen, noch die Beob- 
achtung des Glykogengehalts der Leber von Ratten nach Zufuhr reich- 
licher Fettmengen ergab irgend einen Anhaltspunkt für eine direkte 
Umformung großer (in Form von Olivenöl oder Speck zugeführter) 
Mengen hohen Fettsäuren in Zucker. Einige anscheinend positive 
Resultate konnten ungezwungen aus einer Zuckerbildung auf Kosten 
der mit der Nahrung eingeführten @lycerinmengen gedeutet werden. 


1) Lueg und Flaschenträger (Leipzig), Klin. Wochenschr. 1925, S. 694. 
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II. Mitteilung: 


Über den Einfiuß einiger anorganischer Ionen auf die Entstehung und 
Ausscheidung der Acetonkörper. 


Von 
Tokuryna Takao. 


(Aus der Abteilung für physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitätsinstitut.) 


(Eingegangen am 27. März 1926.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Wiggleworth}) hat in einer Arbeit über die Beziehungen von Alkalosis 
und Ketosis an Ratten, welche durch Fettfütterung eine deutliche 
Ketosis zeigten, festgestellt, daß bei Zugabe von geringen Mengen 
Natriumbicarbonat die ß-Oxy-buttersäureausscheidung vermehrt, die 
Aceton- und Acetessigsäureausscheidung aber nicht verändert ist. 
Calciumlactat, Natriumacelat und wahrscheinlich die Alkalisalze anderer 
oxydierbarer organischer Säuren wirken wie Alkali, ebenso alkali- 
bildende Nahrung, z. B. Karotten. Wenn große Mengen Natrium- 
bicarbonat injiziert wurden, so stieg die Acetonausscheidung deutlich 
an, dagegen unterdrückten Ammoniumphosphat und Salmiak in ge- 
nügender Konzentration die durch Fettnahrung hervorgerufene Ketosis. 

In der vorliegenden Arbeit wurde nun im Anschluß an diese Unter- 
suchungen von Wiggleworth versucht, den Einfluß einiger anorganischer 
Ionen auf die Entstehung und Ausscheidung der Acetonkörper fest- 
zustellen, und zwar wurden Natrium-, Kalium-, Calcium-, Magnesium- 
und Ammontiumverbindungen dazu herangezogen. 


II. Methodik. 


Als Versuchstiere wurden Hunde verwendet, deren Körpergewicht 
vor Beginn, während und am Ende des Versuchs kontrolliert wurde. Die 
Ketosis wurde durch Injektion von Phlorrhizin und ausschließlicher Er- 
nährung mit ‚Kufteljlecken‘‘ (d. h. gut gereinigte, fettarme Darmwand 
vom Rinde; in Wien so genannt) im täglichen Ausmaße von 150 bis 300 g 
erzeugt. Vom Phlorrhizin wurden 3ccm einer 10proz. Olivenölemulsion 
subkutan gegeben. Jeden Tag wurden 200 bis 300 ccm Wasser dem Tiere 


1) V. B. Wiggleworth (Cambridge), Biochem. Journ. 18, 1203, 1924. 
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mittels Schlundsonde zugeführt, um möglichst konstante Harnmengen 
zu erzielen. Außerdem war für reichliche Wassermengen zur freien Be- 
nutzung des Versuchstieres gesorgt. Der 24-Stunden-Harn wurde gesammelt 
und täglich darin Zucker, die Summe von Aceton und Acetessigsäure 
und die 8-Oxybuttersäure bestimmt. Zucker wurde nach Bertrand, Aceton 
und Acetessigsäure und die ß-Oxybuttersäure nach Shaffer-Marriot!) 
bestimmt. Vor Ausführung der Versuche nach Shaffer-Marriot wurde ein 
Blindversuch mit den Reagenzien angestellt, wobei jodbindende Substanzen 
gefunden wurden. Der ihnen entsprechende Wert wurde bei den Ergebnissen 
in Abzug gebracht. 

Die Ionen Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium wurden per os 
zugeführt, und zwar als Chloride. Von den Ammoniumsalzen wurde 
Ammoniumlactat gleichfalls per os, Ammoniumchlorid dagegen subkutan 
gegeben. Bei der Kalium-, Calcium- und Magnesiumzufuhr wurde auch 
das Blut auf Gesamtacetonkörper untersucht. [Methodik nach Pincussen- 
Engfeld?)). 


UL Versuche mit Ammoniumverbindungen. 


Es wurde bei vier Hunden durch Phlorrhizin und ‚Kuttelfleck‘“- 
Fütterung eine Ketosis erzeugt und dann eine Zeitlang die Gesamt. 
aceton- und die ß-Oxy-buttersäureausscheidung sowie der Zucker 
im Harn bestimmt. Dann wurde Ammoniumchlorid während mehrerer 
Tage gegeben und der Einfluß desselben auf die Ausscheidung fest- 
zustellen versucht. Beim Versuchstier 3 wurde außer Ammonium- 
chlorid auch einige Tage Ammoniumlactat gegeben, und zwar um 
entscheiden zu können, ob die Beeinflussung der Ketosis dem Chlorion 
oder dem Kation zukommt. 


























Tabelle I. 

Hund Le, Ammoniumchlorid. 
e Harn | Aceton+Acet-' ` Bien, 
Datum Pe Futter| ccm : Phlor« | Anorgan. teste Re ı Zucker 

in !rhizin| Salze Se 
o kg | €- 24Std. mg«Proz. TM. mg-Proz. T.-M. gfres TEAM. 
om 68 \10| 0 0.0 00,0 alata 
mt — | 150 ; 250 wä 0 o o 100 |250, 0,7 | 16 
Im — |150 |550| 03| 0 > 0 0 | 80 ' 400| 5,8 |293 
10. ITI., 6,7 a 435 0383| 0 O O! 74 |320| 46 |20,0 
Um — |150 255;03] 0 o | O i 11,0 | 280) 4,9 [12,5 
RE, = | 150 | 490 ` 0,3 NACH 3,0 115,0, 30,6 [151,0 6,5 ‚31,0 
Dm. — |150; aa aalupeo 0 |0| 74 | 16,0, 49 os 
14.111.) — | 150 | 425 i 0,3 „ | 30 1120) 36 | 15,3! 5,8 |24,6 
bm 5,5 |150 360 | 03 | , 05 |ısi 57 | 205,40 144 
16.1I1., — 160. 30'083 | 0 O 0.57 |194' 49 '16,6 
Dm — 150 | 375 03| 0 ı 24 | 80, 134 | 50,0. 5,3 20,0 
18.1II.| — | 150 , 330 | 0,3 O | 72 |23,6| 14,0 | 47,0, 4,4 |14,6 





1) Shaffer-Marriot, Journ. of biol. Chem. 5, 211, 1908; 16, 265, 1913/14; 
vgl. auch R. Sassa, diese Zeitschr. 59, 366, 1914; Marcel Händel, ebendaselbst 
144, 258, 1924. 

2) L. Pincussen, Mikromethodik 1923, S. 77. Georg Thieme. 
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15 7.19 
Abb. 1. Kurve zu Tabelle I Abb. 2. Kurve zu Tabelle II 
(Ammoniumchlorid). (Ammoniumchlorid). 





9 1 Fo H -P I "E. -B 
Abb. 3. Kurve zu Tabelle III (Ammoniumchlorid und Ammoniumlactat). 


Erläuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
—— bezeichnet die f-Oxybuttersäure. 
en bezeichnet das Aceton + Acetessigsäure. 
<> zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 
x+ x— bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumchlorid. 
xx+ xx- bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumlactat. 
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Bei diesem Versuchstier zeigte sich anfangs ein starkes Ansteigen 
der 8-Oxybuttersäureausscheidung am ersten Tage der Ammonium- 
chlorideingabe. An den weiteren Tagen sanken die Werte zu den vor 
der Eingabe erzielten wieder ab. Mit dem initialen Emporschnellen 
der Werte für 8-Oxybuttersäure war auch ein Auftreten von Aceton 
und Acetessigsäure zu bemerken, welches sich in der Folgezeit der 
Eingabe als inkonstant erwies. Mit steigender Ketosis ist oft, doch 


nicht regelmäßig, auch eine Steigerung der Zuckerausscheidung ver- 
bunden. 


Tabelle II. 
Hund 2, “. Ammoniumchlorid. 



































|Körper- Harn | Läb tegt. me $ 
Datum (er F utter ccm Ko Seite Peer ëng | Vtogdio | Zucker 

i e rhizin alze ` WETTER, FREE 
AR I |g Bt \mg»Proz. T.-M. jmg»Proz.| T.M. g-Proz. | T.-M. 
“VI. 76 am 0ı0| oo 0:0,0 0 
un — | 200 | 560 | 03 o 0 0,25 187 4 
un — | 200 |335 | 0,3 | 0 | o o 80 |270, 26 
um — |200 , 490 0,3 | NH,CI ' 10 |49, 170 | 86,7. 21 


B | 
vi : 6,8 | 200 | 385 | 0,3 |nH;cı) 82 :31,0 31,0 '119,0. 2,0 


Bei diesem Tiere sieht man nach der Eingabe ein mäßiges Ansteigen 
der $-Oxybuttersäure und ein Auftreten von Aceton und Acetessigsäure 
mit einer Steigerung beider Komponenten am darauffolgenden Tage. 
Leider mußte der Versuch aus äußeren Gründen abgebrochen werden. 


Tabelle III. 
Hund 3. op Ammoniumchlorid und -lactat. 





— 





| | Aceton + Acet» P»Oxy» 



































= arn ge 
Datum cke Futter | ccm donn naona: | essigsäure buttersäure | Zucker 
i rhizin Salze u, = ll (| 

— È [mer Proz[T -M mgrProz| ToM. ees ER. 
9. X, oj o | 
10. X, 0,3 | 0 | 
11.X. 03! 0 
DX 0,3 Ami 
13, X. 200 0,3 | Am.Ci2g 
14. X. 200 0,3 0 
GE, 200 03|) 0 
l6. X. 200 0,3 oo 
Dr 200 03| 0o | 
l8. X. : 200 0,3 | Am.sLact 
EA 200 0,3 Annet 

d g 
20. X. 200 0,3 Am.sLact. 
2l. X. 200 03 | 02g | 
ZE 200 03| 0 
233. 200 0383| o: 
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Bei diesem Tiere zeigte sich unter dem Einfluß von Ammonium- 
chlorid eine Zunahme sowohl des Acetons und der Acetessigsäure als 
auch der 8-Oxybuttersäure, die gleich nach dem Sistieren der Zufuhr 
zu den früheren Werten absanken. Beim Ammoniumlactat zeigte sich 
gleichfalls eine Zunahme, die noch 2 Tage nach der Zufuhr andauerte, 
um dann wieder abzusinken. 


Tabelle IV. 
Hund 4, cp. Ammoniumchlorid. 








| 
| Harn 


Aceton + Acets | B»Oxy» 













































Datum vii Sch Futter Sa d Sëch ZEN, essigsäure | buttersäure Zucker 

| kg g 24Std. Img+Proz. T.-M.| mg-Proz. T.»M. ||g-Proz. |T.»M. 

I | | | | 

e X. | 70 | 3200 |20! ol ou oioi oloioio 
29. X.| — |300 |410| 0 0 TE A 0 olo lo 
30. EN — ‚300 3003 0 noo 0 olo'o 
31. X.| 65 300 |610! 03| 0 o lol o 0 || 3,9 |238 
LXI — :w|so osi 0 | o lolo o | 4,1 |208 
2.XI.|| — ` 300 | 545 | 0,3 0 0 0 0 0 || 4,5 248 
3.XI.| — |300|525 03 | 0 o loi o 0 | 59 31,0 
EL he | 300 | 600, 03| 0 L o joj o0 0 || 43 25,9 
5. XI. | 6,0 | 300 | 585 | 0,3 | Ama | 0 |O) 0 0 | 40 234 
6. XT, — : 300 | 555 03 |Am.ca| 0 |0| 64 |355| 35 19,4 
7.XI.| 55 i 300 |470 ' 03| „ o |0| 87 | 9| 26 122 
8.x1.| — 00| 106 0838| 0 0 0159 | 310) 45 88 
9. XI.|| 52 | 300 |310, 03| 0 0 |o |132 | 409| 63 195 
10.xX1.! — |300!28,03| 0 42 1120| 442 1260| 65 195 
11.xX1.| 52 | 300 |275| ò | 0 | 130 |s58 895 [246,2 32 Ss 
12, X1.!| — | 300 | 350| o 0 0 | O| 255 | 903| 13 46 
13. XI. 52 | 300 | 235| o 0 o |o | 394 |926| 13 31 
14.XI. — |300 |230| 0 0 38 | 87| 356 | 81,9 40 92 
15.X1. | — | 300 1490 | 0 0 0 |0| 165 |809 o o 
16. XT. || 5,2 |300 | 215 | 0 0 o ı0| 105 | 26 0 | 0 
17.XT.| — i300 | 315 , 0 0 E WE EE WK WE AE, 
18.X1.| 53 2001 208 0 1.9): © , 0 Jg 
19.XT.| — 300 |385| 0 |Amcı) O |0o| 0 : O ,06 |23 
20. XI. || 55 300 |335| 0 |Ama| 0 | o | 313 |1042 0 |o 
21. XI. | — ` 200 470| 0 R "KEN o Jolie 
22.X1.! — | 300 ' 500: 0 ô L0 loj o0 010 0 
23.X1.| 5,5 | 300 | 365 | 0 o ı 0o[|0N o ojo 0 
24.XI., — | 300 390 | 0 0b. © Lei oiio, 9 





Aus dieser Tabelle und der dazugehörigen Kurve geht hervor, 
daß beim phlorrhizin-diabetischen Hunde durch Zugabe von Ammonium- 
chlorid ein Auftreten von ß-Oxybuttersäure hervorgerufen werden 
kann. Doch zeigte sich, daß auch unabhängig von der Eingabe des 
Salmiaks außerordentlich starke Eigenschwankungen in der Aus- 
scheidung der 8-Oxybuttersäure auftreten, wie dies die Werte vom 
10. und 11. November zeigen, die auch von Aceton- und Acetessigsäure- 
ausscheidung begleitet werden. Nach der Unterbrechung der Zufuhr 
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von Phlorrhizin sind noch durch mehr als 1 Woche ß-Oxybuttersäure 
und gelegentlich auch Aceton und Acetessigsäure nachweisbar. Be- 
merkenswert ist, daß es auch gelang, beim nicht phlorrhizin-diabetischen 
Hunde eine vorübergehende Zucker- und eine nicht unbeträchtliche 
ß-Oxybuttersäureausscheidung durch Ammoniumchlorid zu erzielen. 





28 30 1 3 SÉ "e 9 mT V TEE HH 


Abb. 4. Kurve zu Tabelle IV (Ammoniumchlorid). 


Erläuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 


—— bezeichnet die f»Oxybuttersäure. 

----- bezeichnet das Aceton + Acetessigsäure. 

<> zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 

x+ x— bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumchlorid. 
xx+ xx- bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumlactat. 


Dies veranlaßte den nachfolgenden Versuch, bei welchem einen nicht 
diabetischen Hunde, dem dieselbe Nahrung (,,Kuttelflecke‘‘) verabreicht 
worden war, Ammoniumchlorid zugeführt wurde, um die Wirkung 
desselben bezüglich einer Ketosis zu prüfen. Wie Tabelle V zeigt, 
gelang es nicht, beim Versuchstier irgend eine zu beobachtende Aus- 
scheidung zu erzielen. 


Tabelle V. 
Hund 5, o. Ammoniumchlorid ohne Phlorrhizin. 









































” m A D D ys 
nn Sapana EC Age, epes! VE, Ect Zucker 
in CENE 
Il kg Ze 24Std. | _  |mgeProz. | Ta) sM. 1. | mgProz.| T-M. | mgeProz.| T.-M. | M. epes! TaM. 
30. XI. | 12,5 A E. o| o FREIE o 
KSE | — 0- tp O| 0 "We: 
2. XII. | 12,0 300 135 Am,Cl2g 0 010 ojojo 
3. XIT | — |300 | 360 | Ae | 0 0 | 0 61,0 | © 
4. XII." 11,5 | 300 | 680| , 0 0 0 "OE S 0. 
5. XII. || — | 300 | Ei 0 0 0 0 olojo 
6. XII." — | 300 |-815 0 0 ol 0 ME R 
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Versuchsergebnisse mit Ammonium. 


Wie aus den Tabellen und Kurven ersichtlich ist, konnte für das 
Ammoniumchlorid ein die Ketosis verstärkender Einfluß nachgewiesen 
werden. Dieses Versuchsergebnris bei Hunden steht im Widerspruch 
mit den eingangs erwähnten Versuchen von Wiggleworth, der bei Ratten 
mit Salmiak in genügender Konzentration die durch Fettnahrung 
herbeigeführte Ketosis unterdrücken konnte. Um entscheiden zu können, 
ob dem Ammonium- oder dem Chlorion die ketosisverstärkende Wirkung 
zuzuordnen ist, wurde einem Tiere auch Ammonium lacticum gegeben 
und auch hier ein deutlicher Einfluß festgestellt, so daß wohl für das 
Ammonium ein Einfluß bezüglich einer Ketosisverstärkung angenommen 
werden muß. Die von Hopmann!) beobachtete Zunahme saurer Valenzen 
im Harn (,‚Salmiakazidose‘‘) dürfte daher in erster Linie durch das 
Ammoniumion verursacht sein. 

Eine Beziehung zwischen der Größe der Zuckerausscheidung und 
der Gesamtacetonkörperausscheidung konnte nicht nachgewiesen werden. 
Oft zeigt sich wohl ein paralleles Ansteigen mit den Ketosiswerten, 
doch zeigen sich andererseits wieder solche Divergenzen, daß auf einen 
derartigen Zusammenhang nicht geschlossen werden kann. 


IV. Versuche mit Natrium- und Kaliumverbindungen. 


In den folgenden Versuchen wurde es unternommen, einen etwaigen 
Einfluß größerer Dosen von Natrium- und Kaliumchlorid auf die 
Ketosis festzustellen. Dabei leitete uns die Vorstellung, daß der sich 
sonst oft im Organismus deutlich zeigende Antagonismus dieser beiden 
Ionen vielleicht auch hier auftreten könnte. Zunächst wurde zwei 
Hunden Kochsalz gegeben und seien im folgenden die Versuchsergebnisse 
mitgeteilt. 



































Tabelle VI. 
Hund 6, co, Natriumchlorid. 
Kö fe | Harn Aceton+ Acet ‚Oxys 
Datum gewicht Futter oom Goen Ee essigsäure | Un Zucker 
kg g 24Std. sM. 
4. I. 7,0 | 200 0 0 0 
6.1. — 200 | 200 0 0 
6.1. — 200 | 320 0 0 
71.1. 6,9 | 200 | 270 0 0 
8.1. — 200 | 255 0 0 
9.1. 6,6 200 | 630 0 0 
10.1. | — : 200 | 815 0 0 
11.1. | 6,6 |, 200 | 110 0 0 
12.1. — 200 | 510 21 10 
13.1. |, 6,2 | 200 | 355 5,2 |54 


1) Hopmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 46, 73, 1925. 
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Tabelle VII. Hund 7, 2. Natriumchlorid. 
























































Kö s Harn | Aceton Acets 3,Oxys» 
Datum gewicht Futter Së AC Së Steg | betiéegäen Zucker 
| kg g 24Std. | Img-Proz.| TA. mg«Proz. T.-M. |g-Proz.|T.»M. 
0 | 0 | o0|o|o|olo 
0 o | o| 71| 415| 28 |164 
O | O |© | 299 | 207,8 46 30,6 
0 | 0 | 0 1144 1108,1| 50 |285 
0 18,4 110,4, 170,9 |1025,4| 5,0 | 30,0 
NaCl e 5,0 | 41,5 135,9 1127,9 3,2 26,6 
NaCI | 97 | 698 1304 9374 29 209 
| 82 | 67.7! 1024 | 8448| 46 |384 
Ö 3,8 | 19,6 101,6 | 523,2 2,3 | 11,8 
0 || 139 1146| 1556 13148 44 372 








Diese beiden Versuchstiere zeigen in ihrer Reaktion auf die Koch- 
salzgaben ein entgegengesetztes Verhalten und außerdem in ihrer täglichen 
Ausscheidung so große individuelle Schwankungen, daß man wohl von 
irgend einer charakteristischen Beeinflussung nicht sprechen kann. 

In der folgenden Tabelle wurde ein Hund zuerst mit Kaliumchlorid 
behandelt und dessen Einfluß festgestellt und hierauf mit Natrium- 
chlorid. 


Tabelle VIII. Hund 8, e Kalium- + Natriumchlorid. 
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Les Harn ve catli Allee; 
Datu ln Futter | ccm Phlors Anorgan. esoe ng | lee |, Zucker 
Aaen in rhizin alze EEE 

I kg g 24Std. | Img-Proz.| T-M. [mg-Proz. T.-M. g-Proz.|T.-M. 

| | li | | | 
4.1. | 140 | 30| 0 |083| o0 letalo eteta 
5.1.! — |300 |1030/03| o 0 |o| 99| 927| 2,3 |23,7 
CLU — 130] 20] 03] o 0 |0 8,8 | 326 44 163 
7.1. | 12,5 | 300 | 925 | 03| o O | O || 197 | 1820| 54 46,7 
8.I. || — |30|70|03| o 0 | O| 20| 148| 3,4 [25,2 
9.1. || 123 | 300 | 920 | 0,3 | K@3g| o | O || 121 1117 3,8 |348 
10. I. ji — |300 |830 | 03 | ka | o | o | 20,6 | 1770| 38 |315 
11. I. | 12,0 | 300 | 535 | 03 | „ 36,2 |193,0 212,0 |1134,2|| 5,4 | 28,9 
12. I. || — | 300 | 795 | 0,3 0 0 0 || 54,3 | 431,7|| 3,5 | 27,8 
13. I. | 11,5 | 300 | 835103 | 0 O | O || 28,2 | 235,0| 3,4 |28,4 
14. I., — |30'680 1038| 0 0 | O 15,5 | 1054| 3,8 258 
15.1. | 109 | 300 | 660| 03| o o (oh 54 | 356| 34 22/4 
16. I. | — | 300 | 700 | 0,3 |Inacıı0g| 0 | O | 130 | 915| 3,1 |21,7 
17.1. |! — | 300 | 935 | 03 | nacı 0 0 | 15,5 | 1440| 2,6 |24,3 
18. I. | 10,7 | 300 | 705 | 0,3 e O | O || 172 | 1213| 28 |197 
19. I. | — |300 į 560 | 0,3 Dëll gi 39,8 | 30 108 
20.1. | 10,7 | 300 | 565| 03 | 0 0 | O || 62, 350, 3,4 119,2 
21.1. — |300 335 | 0 0 o iol zı| 380| 3,1 |16,6 


Bei genauer Durchsicht der Tabelle und Kurve fällt auf, daß 
das Tier bei der Ausscheidung der ß-Oxybuttersäure ziemlich 
starke Eigenschwankungen zeigt, wie dies die Werte vom 6. und 7. 
zeigen. Nach der Zufuhr von Kaliumchlorid tritt aber am dritten Tage 
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Abb. 5. Kurve zu Tabelle VI (Na CI). 
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Abb. 7. Kurve zu Tabelle VIII (KCI und NaCl). 
Erläuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 


auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 


bezeichnet die #-Oxybuttersäure (beim Blut Tabelle IX Gesamtacetonkörper). 
u bezeichnet das Aceton + Acetessigsäure. 


<> zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 


+x -x bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des betreffenden Salzes. 
+xx —xx bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des NaCl. 
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eine außerordentlich hohe Steigerung der B-Oxybuttersäureausscheidung 
ein, die dann später allmählich abfiel, so daß es nicht wohl angeht, dies 
auch noch auf Eigenschwankungen zu beziehen. Bei der Kochsalz- 
eingabe sieht man eine Steigerung geringeren Grades, von der aber nicht 
zu sagen ist, ob es sich um Eigenschwankungen oder um spezifische 
Wirkung handelt; doch glauben wir im Hinblick auf die beiden voran- 
gehenden Versuche, sie für individuelle Schwankungen halten zu müssen. 

Um die spezifische Wirkung des Kaliumchlorids nachweisen zu 
können, wurden im folgenden Versuch auch noch die Gesamtaceton- 
körper im Blute bestimmt. 


Tabelle IX. Hund 9, œ. Kaliumchlorid. 
























































| 
|Körper| RR Harn | K Gosirit ! E E E es Harn ' Se 
| d utter s| n o ‚sets 5 e i 
Datum I | Gs SE THE, Ka Blut ` E | en | Zucker 
ı kg | g 24Std. | | mg mg-Proz.|T.+M.mgProz.| T.»M. || g-Proz. |T.M. 
22. 11.137 |30! 0 | 0 0 0,008 o lol o lololo 
23. II., 135 |300 | 0 | 0 0 0,009 o joj o0 WER 
24. II.! — !30|0|0 O | 0,007 © "Dh ð | 0010 
25. IT." 13,0 | 300 4801081 0 | oe | o !o| o1 | 051 3,1 |149 
26. IL! — |300 | 790 | 0,3 0 | 0,008 0 |0| 35 |27,6|| 30 |23,7 
27. II. | 12,7 | 300 | 460 | 0,3 O ; 000 | 0 oi 68 |313| 60 27,6 
28. II." — | 300 | 335 | 0,3 O | 0,014 O oi 52 |174| 6,2 20,8 
1.III. | 12,5 | 300 | 505 | 0,3 | KCi3g | 002 | 0 |10| 85 | 42,9 || 6,4 | 32,3 
2.I1I.! — |300 ' 455| 03 | Ko 0.016 ı 0 "ol 95 |43,2| 54 246 
3.III. | 12,5 | 300 | 715 | 0,3 x 000 | © "oi 58 |415 33 '25,0 
4. IIT.: — |300 | 545 | 0,3 O | 006 i 0 !o| 67 |365 51 !27,8 
am 12,0 | 300 | 650 | 0,3 0 | 0005 | 0 101 04 | 26 4,6 290 
6. III.. — | 300 | 600 0 0 | 92006 | 0 !01 04 | 241 48 28,8 





Abb. 8a. Abb. 8b. 


a) Im Harn. Kurven zu Tabelle IX (KCI). b) Im Blut, 


Erläuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
—— bezeichnet die ß»Oxybuttersäure (beim Blut Tabelle IX Gesamtacetonkörper). 
----- bezeichnet das Aceton + Acetessigsäure. 
<> zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 
+x -x bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des betreffenden Salzes. 
+xx -xx bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des NaCl. 
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Die hier gefundenen Werte, die nach Kaliumchloridzufuhr eine 
deutliche Erhöhung sowohl im Blute als auch im Harn zeigen, lassen es 
wohl als berechtigt erscheinen, von einer spezifischen Wirkung des 
Kaliumchlorids im Sinne einer Verstärkung der Ketosis zu sprechen. 
Von den Zuckerwerten gilt auch hier das bei den Ammoniumverbin- 
dungen Gesagte. Mit Rücksicht auf die Versuche, welche mit Kochsalz 
ausgeführt wurden, und auf Grund des eindeutig erbrachten Beweises 
der spezifischen Wirkung des Ammoniumions liegt nicht der mindeste 
Grund vor, die Wirkung des Kaliumchlorids dem Chlorion zuzuschreiben. 


V. Versuche mit Calcium- und Magnesiumverbindungen. 


Haldane!) ist es gelungen, durch Eingabe von Magnesiumchlorid 
bei sich selbst eine Acidose hervorzurufen. Dies veranlaßte uns, einen 
etwaigen Einfluß des Magnesiumschlorids auf die Ketosis zu unter- 
suchen. Zunächst wurde Magnesiumchlorid allein gegeben und dann 
erst die Wirkung dieses Salzes auch auf den phlorrhizin-diabetischen 
Hund geprüft. 


Tabelle X. Hund o: Magnesiumchlorid mit und ohne Phlorrhizin. 








li CN k | ; Zur Te 
| Körpers | Harn 



































| | Aceton+ Acet: 3,Oxy» i 
Pore |Futter oc ors| / A ai A Zucker 
Datum ‚gewicht, SC der Cd: essigsäure buttersäure | 
kg | g "Mä. mgProz.|T.-M. mg-Proz.| T.M. || gProz. |TM. 
11. X11. | 10,5 | 300 ' 385| 0: ol o lol o on 
(Gm — r 300 | 400 | 0 0 0 o 0 007,0 
13. XIL.| — ; 300 1350| 0 | mar) 0 |O] 0 Et La 
14. XII. | 10,0 | 300 | 380 | 0 "Meis O d 0 | o:0|o 
15. XII | =. 200 1316| 0 V o Io 9o'o|\o0|o 
16. XII.| 96 300 |400 | 03 | 0 0o lol o0 M E E, 
17. XII.| — |300 |465 | 03 | o 0 10. 98 '456| 53 |24,6 
18. XII. | 9,6 ! 300 [400 | 03 | 0 ! 0 Jo! 64 , 282| 58 |355 
19. XII. | — 300 | 450 | 0,3 wk O | 0 | 13,1 | 590| 7,4 33,3 
20.XII. | 9,3 | 300 | 380 | 03 Mel 0 | 0 | 89 | 33,8| 4,2 160 
a X1: l — Tam: 6865| 0383| „ 55 37,7. 76,0 :520,6| 2,6 ‚17,8 
22.XII. 88 : 300 | 375 | 08 | Ö || 60 |285| 887 !421,3) 7,1 :38,7 
23.XIL.| — `’ 300 | 360 | 0 0 0 | 0| 430 ‚1548: 6,2 |22,3 





keine ganz eindeutige. Anfangs zeigten sich Schwankungen, die sehr 
leicht als Eigenschwankungen zu erkennen sind, und erst am dritten 
Tage der Zufuhr trat ein jäher Anstieg auf, der äußerst schwer zu deuten 
ist; es wurde daher dieser Versuch nochmals wiederholt und gleichzeitig 
auch die Gesamtacetonkörperbestimmung im Blute ausgeführt. Da 
wir aber außerdem bei demselben Tiere im Anschluß an den 
Magnesiumversuch die Wirkung des Calciums untersuchten, soll dieser Ver- 


1) H. B. S. Haldane, Biochem. Journ. 19, 249, 1925. 
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h Abb. 9. Abb, 10. 
Kurve zu Tabelle X (MgCl»). Kurve zu Tabelle XI (Ca-Lactat). 
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Abb. 11a. ; Abb. 11b. 
Kurven zu Tabelle XII (Ca-Lactat). 
a) Harn. b) Blut. 
Erläuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
—— bezeichnet die 3-Oxybuttersäure (beim Blut: Gesamtacetonkörper). 
----- bezeichnet das Aceton + Acetessigsäure. 
gë zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 
+x -x bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Magnesium. 
+xx —xx bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von CasLactat in Tabelle XIII. 
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such erst nach der Besprechung der Calciumversuche angeführt werden. Die 
Wirkung des Caleiums wurde in allen Versuchen mit Calciumlactat geprüft. 


Tabelle XI. Hund 5, co. Calciumlactst. 


ER 











Been 








ON s | I| Aceton sets | 

Datuoa Körper Futter cem Phlors| Anorg. parpi nE 

| in 
kg | g |24Std 
| | | 

7. KIL. 11,8 | 300 | 510 | 03| 0 0 0 

8. XII.|| — |300| 485|03| 0 0 0 

9. XII.|| — |300| 780/03] 0 0 0 
10. XII. | 11,3 | 300 | 705 | 03| 0 0,8 | 5,6 

LL XII. || — |300| 60 |03| 0 0 0 

12.XII. | 10,5 | 300 | 445 03 | 0 0 |0 

13. XII. | — | 300 | 250 | 0,3 Geleet É A8 

14. XII. 10,1 300 | 365 0,3 dilad d 0 

15.XII. || — [300 | 300 | 0383| „ 0 0 

16. XII. | 10,1 | 300 | 600 | 03 | © 0 0 
17.XII. | — |300 | 575 |03| 0 36 20,7 
18.XII.|| 95 |300| 570/103 | 0 353 201,2 
19. XII. | — |300 | 720 | 0,3 Geleet 8,5 | 61,2 

20.XII. | — | 300 | 370 | 0,3 Calac| O 0 
21. XIÎ.| 9,3 | 300 | 370 | 03 372 137,6 
22. XII.| — |300| 375| 0 0 35,8 134,1 


Versuch wurde deshalb auch im Blute die Untersuchung angestellt. 
Tabelle XII. Hund 12, F. Calciumlactat. 


Das Studium 





'Körper» 
Datum Er 

| kg 
5.11.! ze 
DILL — 
IL, 10,5 
8.11.) — 
9. TE. 10,5 
10. II. — 
11. II. | 10,0 
12. Uu — 
13.11. 95 
14.11.| — 
15.11. | 9,0 
16. II.| — 
17.11.| 85 
ECK e 




















dieser Tabelle und 





T 





j 480.9 


B»-Oxy» 
buttersäure 


0 

USE 
42.0 
54.2 
347 
38.9 
46.7 


62,4 
0 
0 
68,8 
334,1 
56,5 


17,0 








418.6 |1569,8 


D 
Je e 
KI 


Fee, Lee ` Kaafen ZER 
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wbt wl en DE 0 keng DEI 


"më re 


W E kent ` LÉI bei Lë si EY VW 


kd 








| zum 


Ski) ‘Salya Ieren mg 
5 "mg: ees) | T. M. meFros| TAM jafn] tA. T.M "gros, |TM. 


0 
23,1 
40,0 
54.4 
16.8 

71 

6,8 


44 
16,2 
19,2 
19.0 
17,7 
25,9 
20,0 
19,6 

9.4 


der dazugehörigen Kurve 
läßt eine gesetzmäßige Wirkung des Calciumions nicht erkennen. 
Verblüffend ist nur das plötzliche Sistieren der Ausscheidung am 15. 
und 16. und die bei der Dosis von 10 g erfolgende Herabsetzung mit dem 
darauffolgenden jähen Emporschnellen. Dies legte den Gedanken nahe, 
daß das Calcium nierendichtend wirken könnte, und im nun folgenden 


WI 
Aceton + Avëte 
essigsäure | 





Harn Gesamt» 
Futter; | Phlor: Anorgan. Acetonkörper 
cm | rhizin| Salze im Blut 
CH mg 
o|o:0o|o 0,008 
300 0 0 0 0,009 j| 
am 0lo| o 0.006 ` 
300 | 255 0,3 | 0 0,008 
300 | 440 03 | o 0.012 
300 | 190 03 | o 0,018 | 
300 | 530 03 | 0 0.019 
300 | 430 03 0 0033 
300 | 610 03, 0 0,036 
300 | 375 ' 03| 0 0,058 ` 
300 | 610 0,3 Var zem 0,026 | 
300 | 425 | 0,3 ` Carkact.| 0,097 
300 | 500 ı 03| . 0.037 
300 | 510 03 | 0 0,061 


e 


SOO90909009 


— 
~to 
— 


- 


Qə 
— 
sl GAS 


24,5 

8,0 
18,7 
24,8 





| 


SO9O99900 


| Au 
105,5 | 297 4 
| 559,0 


149,5 | 419,9 
34,0 115,3 
93,5) 28,5 
1126,5, 482,8 














B+Oxy» 
buttersäure 


2,6 
11,9 


30,6, 


49,3 
477,3 
1814,1 


2096,3 
2561,5. 


490,0 


1425 


2462.3 
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Aus diesem Versuch läßt sich bei Berücksichtigung der Blutwerte 
eine deutlich herabsetzende Wirkung auf die Ketosis konstatieren, wobei 
die Wirkung aber (s. auch Versuch XI) erst am zweiten Tage nach der 
Eingabe bezüglich der Ausscheidung deutlich wird. 


Im nächsten Versuch wurde zuerst Magnesiumchlorid eingegeben, 
um die Wirkung desselben nochmals zu erproben (s. Bemerkung zu 
Tabelle X) und unmittelbar darauf Calcium zugeführt. Es wurde 
immer auch das Blut untersucht. 


Tabelle XIII. 


Hund 13, o Magnesiumchlorid + Calciumlactat. 












Ceeet) 0,013 h 0 0 17,5 | 106,8 || 4,4 
„| oo ` 





480 | 0,3 0 0 40 | 192|| 5,0 
A | 300 | 915 | 03 | 0 0010 | 0 d 17 | 15,5] 3,0 
SIT — | 300 | 620 ` 03 | 0 jnichtbestimmt; 0 0 75 , 46,5|| 2,9 


Magnesiumchlorid zeigte hier eine deutlich verstärkende Wirkung 
sowohl im Blute als auch im Harn, die durch die unmittelbar darauf 
einsetzende Calciumwirkung in klarer und eindeutiger Weise herab- 
gesetzt wurde. Das Absinken der Oxybuttersäurewerte im Harn bei 
Calcrumzufuhr kann, wie aus dieser Tabelle hervorgeht, nicht etwa 
auf eine Nierendichtung zu beziehen sein, da ja, in diesem Falle bei 
fortgesetzter Oxybuttersäureproduktion im Organismus, eine Stauung 


300| 0 | 0 0 d 0 0 0 
300| 0 | 0 0 0 0 0 0 
3001 0 |0 0 0 0 0 0 
300 | 705 | 0,3 0 0 18| 76| 40 
300 | 375 | 0,3 0 d 7,6 | 28,5 5,0 
300 | 670 | 0,3 0 d 6,8 | 416| 54 
300 | 820 | 0,3 0 d 58 | 47,6|| 3,7 
300 | 600 | 0,3 0 0 | 688 | 412,8| 4,9 
300 | 645 | 0,3 | 13,4 | 86,4|| 243,0 11567,3 | 3,7 
300 | 540 | 0,3 19,9 1107,5; 267,9 |1446,7 || 3,8 
300 | 780 | 0,3 0,5 | Sol 106,2 | 828,4| 42 | 
300 

= | 
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dieser im Blute nachweisbar sein müßte. Man kann also sehr wohl 
von einer spezifischen Wirkung beider Ionen sprechen. 





— 0000 
SS mu Sé 2 2 u 6 8 22 u 2 283 2 
Abb. 12a. Abb. 12b. 
Kurven zu Tabelle XIII (MgCl, Ca»Lactat). 
a) Harn, b) Blut, 


Erläuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
—— bezeichnet die ß»Oxybuttersäure (beim Blut: Gesamtacetonkörper). 
----- bezeichnet das Aceton + Acetessigsäure. 
=> zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 
+x —x bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Magnesium. 
+xx -xx bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ca»,Lactat in Tabelle XII. 


VI. Zusammenfassung. 


1. Es wurde der Einfluß einiger anorganischer Ionen auf die durch 
Phlorrhizin bei ‚Kuttelfleck“-Ernährung erzeugte Ketosis geprüft, 
und zwar wurden Ammonium (als Ammoniumlactat und -chlorid), 
Natrium, Kalium, Magnesium (als Chloride) und schließlich Calcium 
(als Lactat) verwendet. 

2. Für das Ammonium wurde bei beiden verwendeten Verbindungen 
für Hunde ein die Ketosis verstärkender Einfluß nachgewiesen, was im 
Gegensatz zu dem Befund von Wiggleworth steht, der bei Ratten eine 
herabsetzende Wirkung hervorgehoben hat. 

3. Für das Natrium konnte eine charakteristische Beeinflussung 
nicht nachgewiesen werden. 

4. Beim Kalium zeigte sich im Blute und im Harn eine deutliche 
verslärkende Wirkung. 

5. Dasselbe gilt auch für das Magnesium. 

6. Calcium dagegen wies sowohl im Blute als auch im Harn eine 
die Ketosis herabsetzende Wirkung auf, wobei das Absinken der Aceton- 
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körper im Harn nicht etwa auf eine Nierendichtung, sondern auf eine 
verminderte Produktion im Organismus zu beziehen ist, da anderenfalls 
eine Stauung im Blute hätte nachweisbar sein müssen. 

7. Was die Beziehung zwischen ß-Oxybuttersäure einerseits und 
Aceton und Acetessigsäure andererseits betrifft, standen die letzteren 
in der Menge weit hinter den ersteren zurück, wobei eine gewisse 
Parallelität im Auftreten beider mehr oder minder deutlich aus- 
gesprochen war. 

8. Eine Beziehung zwischen der Ausscheidung von Ketonkörpern 
und Zucker ließ sich dagegen niemals feststellen. 
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A. Einleitung. 


Die Fähigkeit bestimmter Pilze, aus Zucker und anderen organischen 
Nährstoffen Oxalsäure zu bilden, wurde zuerst von Wehmer (1891) (1) 
eingehender studiert, und der dabei stattfindende Prozeß als ‚Oxal- 
säuregärung bezeichnet. Später fand Wehmer (1894) (2) in den Kulturen 
einer Penicillium nahestehenden Pilzgattung Citronensäure. In der 
Voraussetzung, daß diese ‚„Citronensäuregärung‘“ nur dieser neuen 
Pilzgattung zukomme, nannte er dieselbe Citromyces. Die Ansicht, 
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daß nur bestimmten Pilzen bzw. Pilzgattungen diese Befähigung 
gesondert zukomme, und daß man zwischen ‚„Oxalsäuregärern“ und 
‚Citronensäuregärern‘“‘ unterscheiden könne, mußte in dieser All- 
gemeinheit im Verlauf der weiteren Untersuchungen aufgegeben werden. 

Die Untersuchungen von Wehmer, Currie, Mazé und Perrie, Butke- 
witsch usw. (3) zeigten, daß zahlreiche verschiedene Pilze, so vor allem ver- 
schiedene Penicillium- und Aspergillusarten Citronensäure zu bilden ver- 
mögen. Insbesondere auf Grund der Arbeiten von Butkeuntsch (1923) (4) 
und weiterhin von Falck und van Beyma thoe Kingma (1924) (5) muß die 
ursprüngliche Anschauung, daß nur die mit dem Namen Citromyces be- 
zeichneten Pilze zur Bildung dieser Säure befähigt wären, endgültig fallen 
gelassen werden. 

Je nach den eingehaltenen Versuchsbedingungen hat man in den 
Kulturen der erwähnten Pilze auf zuckerhaltigen Nährböden beide Säuren 
vorgefunden, mitunter nebeneinander und in verschiedenen Mengenverhält- 
nissen. Die Feststellung der Bedingungen, unter denen die Pilze bald in 
der Richtung der einen, bald in der Richtung der anderen der beiden Säuren 
arbeiten, sowie die Frage nach den wechselseitigen Beziehungen der Säuren 
trat nun in den Vordergrund des Interesses. Die Lösung des Problems 
wurde durch die von Buikewitsch ausgesprochene Vermutung, daß noch 
eine dritte Säure entstehe, und durch die von Molliard (1922) (6) berichtete 
Entdeckung, daß Aspergillus niger aus Zucker auch Gluconsäure zu bilden 
vermöge, nicht erleichtert. 

Obgleich nun bereits eine große Anzahl von Untersuchungen über 
die Säurebildung durch Aspergillus niger vorliegen, gelang es noch 
nicht, völlig einwandfreie und miteinander vergleichbare Resultate 
zu erzielen, da die eingehaltenen Bedingungen meist in zielloser Weise 
variiert wurden, wie noch des näheren gezeigt werden soll; ferner 
scheint auch eine Anzahl von Faktoren bei der Untersuchung des 
Vorganges der Säurebildung nicht genügend gewürdigt worden zu sein. 

Es erschien daher wünschenswert, das in Frage stehende Problem 
unter einheitlichem Gesichtspunkt einer systematischen Untersuchung 
zu unterziehen. Zur Feststellung der Bedeutung aller in Frage kommen- 
den Faktoren mußte eine große Anzahl von Versuchsreihen auf ge- 
nügend breiter Basis durchgeführt werden, die längere Zeit in Anspruch 
nahmen, und um nicht vorzeitig zu Trugschlüssen zu gelangen, wurde 
lange mit der Veröffentlichung gezögert. Durch die auf diesem Gebiet 
dauernd erscheinenden Mitteilungen sehe ich mich aber endlich ver- 
anlaßt, meine diesbezüglichen Untersuchungen noch vor voller Ent- 
scheidung einzelner Teilprobleme in einer Reihe von Mitteilungen 
bekanntzugeben. 

Die Anregung zur ursprünglichen Arbeit (Untersuchung der 
Citronensäurebildung) gab Herr Dr. L. Schulhof, doch wurde bald klar, 
daß die anfangs gezogenen Grenzen erweitert werden müßten. Herrn 
Prof. Dr. E.@. Pringsheim sowie Herrn Dr. L. Schulhof sei für die 
Förderung der Untersuchungen auch an dieser Stelle herzlichst gedankt. 
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B. Allgemeine Besprechung des Problems der Säurebildung. 


1. Der Vorgang der Säurebildung. 


Schon Wehmer (1891) hat die Ansicht ausgesprochen, daß die gebildeten 
Säuren als vorübergehend vorhandene (intermediäre) Produkte des Be- 
triebstoffwechsels der Pilze anzusehen seien, die auf dem Wege der Ver- 
atmung des Zuckers zu Kohlendioxyd entstehen und bei weiterer Kultur- 
dauer wieder in den Stoffwechsel einbezogen und weiter verarbeitet werden. 
Wie Wehmer betont, stellt die jeweils vorhandene Säuremenge einen 
Differenzwert dar, nämlich den Überschuß der gebildeten Säure über die 
verbrauchte, indem durch den einen Prozeß Säure gebildet, durch den 
anderen die vorübergehend gebildete Säure aber wieder zerstört, d. h. zu 
Kohlendioxyd weiter verarbeitet wird. Es handelt sich demnach um einen 
in Phasen verlaufenden Vorgang, bei dem der erste Prozeß (Säureanhäufung) 
den zweiten weit überwiegen kann, wenn die gebildeten Säuren z. B. durch 
Festlegung in Form schwerlöslicher Salze vor weiterer Verarbeitung durch 
den Pilz geschützt werden. 


Während nun die Oxalsäure aus den verschiedensten organischen 
Substanzen entstehen kann, zeigte Butkewitsch u. a., daß die Citronen- 
säurebildung ganz von der Kohlenstoffquelle abhängig ist. Auch für die 
Gluconsäurebildung scheint die chemische Konfiguration der C-Quelle 
von entscheidendem Einfluß zu sein. Falck und Kapur (1924) (7) sowie 
Butkewitsch (1924) (8) machen wahrscheinlich, daß überall dort, wo alle drei 
Säuren nebeneinander nachgewiesen werden können, zunächst Gluconsäure 
entsteht, während Citronensäure später und Oxalsäure erst in alten Kulturen 
auftritt. Die letztere wird hierbei meist nicht direkt aus dem Zucker ge- 
bildet, sondern ist Abbauprodukt der beiden erstgenannten Säuren. 
Wehmer (9) wiesexperimentell nach, daß die Oxalsäure aus der Citronensäure 
entsteht. Falck und Kapur (1924)(7) zeigten, daß in Kulturen, in denen 
Glucon- und Citronensäure entsteht, die anfangs ausschließlich gebildete 
Gluconsäure abnimmt, während die Menge der zeitlich erst später auf- 
tretenden Citronensäure mit dem Alter der Kulturen zunimmt. Eine 
Überführung der ersteren in die letztere war nach Ergebnissen Butke- 
witschs (10) und eigenen Versuchen (11) nicht nachweisbar. Später fand 
Wehmer (1925) (12), daß aber ein bestimmter Stamm von Aspergillus niger 
Citronensäure aus Gluconsäure zu bilden vermag, während andere Stämme 
hierzu nicht befähigt waren. Molliard (1922 und 1924) (6) kam auf Grund 
seiner Untersuchungen zu dem Ergebnis, daß der bei allgemeinem Nährsalz- 
mangel gezüchtete Pilz Gluconsäure, bei ziemlich reichlicher Gegenwart 
von Stickstoff, aber gleichzeitigem Mangel der übrigen Salze, vornehmlich 
Citronen- und Oxalsäure erzeugt, während bei reichlicher Gegenwart aller 
Nährstoffe, also bei kräftiger Mycelentwicklung (in saurer Kulturflüssigkeit), 
die Säureanhäufung fast völlig unterbleibt. Weiterhin bildet der Pilz nach 
Butkewitsch (1924) (8) bei geringer Acidität der Kulturflüssigkeit wahr- 
scheinlich Gluconsäure, bei höherer Acidität wahrscheinlich Citronensäure. 
So wird es erklärlich, daß zunächst nur Gluconsäure gebildet wird, daß 
mit Zunahme der Menge freier Gluconsäure die Bedingung zur über- 
wiegender Bildung von Citronensäure gegeben ist, daß aber fast ausschließ- 
lich Gluconsäure entsteht, wenn sie als Ca-Salz abgebunden wird und 
daher die Acidität niedrig bleibt. 


Der bei der Oxal- und Citronensäurebildung sich abspielende chemische 
Vorgang ist leicht verständlich, der Chemismus der Citronensäurebildung 
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hingegen ist durchaus unklar. Die Oxalsäure ist als Stoffwechselendprodukt 
ein im Pflanzenreich häufig auftretender Körper, die Gluconsäure stellt 
das erste Oxydationsprodukt der Glucose dar; Citronensäurebildung be- 
dingt aber die Umwandlung einer geraden Kohlenstoffkette in eine ver- 
zweigte, also einen wesentlich komplizierteren Vorgang. 


Unzweifelhaft sind Enzyme an den Säurebildungsprozessen beteiligt; 
Versuche von Buchner und Wüsienfeld (1912) (13) zur Gewinnung eines 
Einzympräparats, das die Fähigkeit zur Citronensäurebildung haben sollte, 
blieben erfolglos. Ebenso verliefen eigene Bemühungen, ein Enzympräparat 
mit der Befähigung zur Gluconsäurebildung herzustellen (Acetondauer- 
präparate, entsprechend getrocknetes Mycel usw.), ergebnislos. Wie ich 
jedoch einer neueren Mitteilung entnehme, gelang es Müller (1926) (14), 
ein Trockenpräparat von Aspergillus niger herzustellen, das Glucose wahr- 
scheinlich zu Gluconsäure oxydiert, während andere Monosaccharide nicht 
angegriffen werden. 


2. Die allgemeinen Bedingungen der Säurebildung. 


Für die Richtung sowie die Intensität der Säurebildung ist zunächst 
die Art und Vorgeschichte des Pilzstammes von entscheidender Bedeutung. 
Hierauf wurde schon vielfach hingewiesen (Wehmer, 1924) und ich komme 
noch später darauf zurück. Neben diesen inneren Faktoren kommen auch 
äußere Bedingungen für die Säurebildung in Betracht, und zwar: 


a) die Temperatur, 

b) die Menge des verfügbaren Sauerstoffs, 
c) die chemische Zusammensetzung, 

d) die Reaktion der Kulturflüssigkeit. 


Aus den bisherigen Veröffentlichungen geht hervor, daß die Säurebildung 
in ihrer Richtung und Stärke durch das jeweilige Zusammenwirken der 
angeführten Faktoren beeinflußt wird, und zwar so, daß bald die eine, bald 
die andere der drei Säuren gebildet wird 1). 


a) Der Einfluß der Temperatur kann sich in zweierlei Weise äußern. Einer- 
seits kann die Richtung, in der die Säurebildung vor sich geht, beeinflußt 
werden, insofern, als bei höherer Temperatur die in erster Phase gebildeten 
Säuren weiter oxydiert werden, und andererseits kann die Intensität der 
Säurebildung wechseln. 

Wehmer (1891) wies darauf hin, daß beim Wachstumsoptimum (37°) 
keine Säurebildung statthat, hingegen erreicht sie ihren höchsten Wert 
beim Wachstumsminimum (7°). Diese Angabe bezieht sich allerdings nur 
auf Oxalsäurebildung und saure Reaktion der Kulturflüssigkeit. Wehmer, 
Butkewitsch u. a. beachten zwar die Bedeutung der Temperatur für die 
Citronensäurebildung, doch bleibt die Frage ziemlich . ungeklärt. Nur 
so viel scheint sichergestellt zu sein, daß bei niederer Temperatur die Säure- 
bildung viel langsamer verläuft als bei hoher. Es fehlen hier durchweg 
unter einheitlichem Gesichtspunkt angestellte Versuche. 


1) Die Mitteilung von Falck und van Beyma thoe Kingma (1924) über 
die Bildung von Äpfelsäure und Weinsäure durch Pilze bedarf wohl noch 
einer Bestätigung. 
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b) Die Menge des verfügbaren Sauerstoffs ist gleichfalls für die Säure- 
bildung von Bedeutung, da es sich ja um ÖOxydationsprozesse handelt. 
Wehmer konnte zeigen, daß völliger Luftabschluß auch bei Darbietung von 
Zucker nur kurze Zeit ertragen wird. Hier mag auch das Ergebnis von 
Buchner und Wüstenfeld (1923) (13) angeführt werden, daß Citromyces 
im Vakuum den dargebotenen Zucker fast unberührt läßt und nur aus 
Reservestoffen des eigenen Mycels Citronensäure bildet. Analoge Versuche 
Butkewiüschs (1924) (8) führten zu dem Ergebnis, daß Aspergillus niger bei 
O-Abschluß Alkohol in geringen Mengen zu bilden vermag. Eine eingehende 
Untersuchung über den Einfluß der Sauerstoffmenge steht gleichfalls 
noch aus. 


c) Über den Einfluß der Zusammensetzung der Kuliurflüssigkeit auf 
die Säurebildung liegen bereits zahlreiche Untersuchungen vor; trotzdem 
sind die Verhältnisse noch durchaus nicht geklärt. Ich gebe hier zunächst 
eine kurze Übersicht der fraglichen Faktoren sowie ihrer prinzipiellen 
Bedeutung. Was die Kohlenstoffquelle anbelangt, so ist dieselbe für die 
Oxalsäurebildung ziemlich gleichgültig (Wehmer, Butkewitsch u. a... Man 
findet sie, wo Zucker, Pepton, organische Säuren usw. dargeboten werden; 
dabei wird aber, wie Wehmer (1924) zeigte, die Oxalsäure nicht direkt aus 
Zucker gebildet, sondern entsteht als sekundäres Produkt. Hingegen ist 
für die Bildung der Citronensäure, wie auch der Gluconsäure der Charakter 
der C-Quelle ausschlaggebend. Bezüglich der N-Quelle ist nicht nur der 
Charakter, sondern auch die Menge derselben von Bedeutung. Hierüber 
liegen Feststellungen anderer Autoren und auch von mir bereits Aufzeich- 
nungen vor; soweit es sich um Citronensäure handelt, komme ich auf die 
Bedeutung der N-Zufuhr in einer späteren Mitteilung zurück. 


d) Die Reaktion der Kulturflüssigkeit. Eine bestimmte Reaktion kann 
von vornherein gegeben sein oder durch Freıwerden von Säuren oder Basen 
im Stoffwechsel zustande kommen. Bei Gegenwart von Säuren in der 
Kulturflüssigkeit ist zu berücksichtigen, ob es sich um mineralische oder 
um organische Säuren handelt. Schon Wehmer (1891) wies darauf hin, 
daß bei Verwendung von NH,Cl oder (NH,),SO, als N-Quellen die nach 
dem Verbrauch des Ammoniaks frei werdende Mineralsäure eine Anhäufung 
der organischen Säuren verhindert. Hingegen werden analog frei werdende 
organische Säuren, ebenso wie die vom Pilz selber produzierten eventuell 
im Betriebsstoffwechsel verwertet, und zwar meist unter Bildung von 
Oxalsäure. 


Bei Gegenwart von Basen häuft sich eine größere Menge von Säuren 
an, als ohne diese. Ob aber dadurch nur eine Abbindung und ein Schutz 
der gebildeten Säuren erfolgt oder ob der Prozeß der Säurebildung in seiner 
Intensität eine Beschleunigung erfährt, ist nicht völlig entschieden. Während 
Wehmer nur eine Neutralisation und Stabilisierung der gebildeten Säuren 
annimmt, konnte Butkewitsch nachweisen, daß bei unzureichender Menge 
von CaCO, in der Kulturflüssigkeit immerhin mehr Citronensäure gebildet 
wurde, als wenn ursprünglich gar kein CaCO, vorhanden war. Dies scheint 
auf eine Aktivierung der Säurebildung hinzudeuten; ich komme später 
noch in anderem Zusammenhang auf diese Frage zurück. 


Die Reaktion der Kulturflüssigkeit ist aber zweifellos auf den Chemismus 
der „Pilzarbeit‘‘ von Einfluß, da auch Butkewitsch festgestellt hat, daß 
bei ausreichender Gegenwart von CaCO, Gluconsäure, bei einem gewissen 
Grade der Acidität aber vorwiegend Citronensäure gebildet wird. 
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C. Methodisches und Prinzipielles. 
1. Erörterung des für die Untersuchung eingeschlagenen Weges. 


Die bisher gegebene kurze Erörterung des vorliegenden Problem- 
komplexes zeigt, daß die einzelnen Fragen betreffend den Vorgang 
sowie die Bedingungen der Säurebildung noch durchaus nicht geklärt 
sind; es konnte hierbei auf eine Reihe von Widersprüchen — vielleicht 
weniger in den Angaben als in den Folgerungen — hingewiesen werden. 
Die Ursache hierfür schien mir von allem Anfang darin zu liegen, daß 
die Forscher meist unbewußt unter wesentlich verschiedenen Be- 
dingungen gearbeitet hatten. Außer der Kompliziertheit des Vorganges 
der Säurebildung und der damit verknüpften Schwierigkeit, die Be- 
deutung der einzelnen für die Säurebildung maßgebenden Faktoren 
klar zu erkennen und von unwesentlichen Einflüssen zu scheiden, und 
außer der Schwierigkeit, die in der Ungleichartigkeit des verwendeten 
Pilzmaterials begründet ist, müssen für die trotz zahlreicher Unter- 
suchungen recht unbefriedigenden Ergebnisse auf diesem Gebiet die 
bisher angewendeten Untersuchungsmethoden verantwortlich gemacht 
werden. Es wurde nämlich bisher die Säurebildung fast durchweg 
nur in der Nährlösung untersucht, in der der Pilz herangewachsen 
war; dies ermöglicht jedoch keine exakte Untersuchung des Säure- 
bildungsvorganges, und ist aus folgenden Gründen unzweckmäßig: 

1. Es besteht keine Parallele zwischen der vom Pilze zum Aufbau des 
eigenen Körpers benötigten Kohlenstoffquelle und jener, aus der er Säuren 
bildet, d. h. eine Substanz, die zum Wachstum des Pilzes ungeeignet ist, 
mag für die Bildung einer der drei Säuren oder einer anderen, also für den 
Betriebsstoffwechsel des Pilzes ganz gut verwendbar sein. Diese beiden 
Prozesse lassen sich daher nicht gut gemeinsam studieren, sondern verlangen 
eine gesonderte Untersuchung. 

2. Ebensowenig läßt sich feststellen, welchen Einfluß in einer Flüssigkeit, 
die bereits zum Aufbau einer Pilzdecke gedient hatte und dann für Säure- 
bildung verwendet wird, in diesem komplexen Vorgange die Stickstoffquelle 
und die Nährsalze auf den Prozeß der Säurebildung haben. 

3. Weiterhin läßt sich nicht feststellen, welcher Teil des dargebotenen 
Zuckers für die Entwicklung des Pilzes verbraucht wurde und somit für 
die Säurebildung verloren ging. 

Auch die von Falk und van Beyma thoe Kingma mitgeteilte, von 
der früheren Arbeitsweise abweichende Methode (Verwendung ver- 
festigter Substrate für die Pilze) läßt die erwähnten Fehlerquellen 
unberücksichtigt, bietet daher in diesem Sinne keine Vorteile. Es 
mußte ein neuer Weg eingeschlagen werden, bei dem man vom Pilz- 
wachstum unabhängig ist, da für dieses andere Bedingungen bestehen 
als für die Säurebildung. Das Prinzip, das ich in Anwendung brachte 
und konsequent in meinen Untersuchungen benutzte, ist gekenn- 
zeichnet durch die Benutzung entwickelter Püzdecken auf frischer Kultur- 
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flüssigkeit, deren Untersuchung dann eine genaue Registration des 
Säurebildungsvorgangs gewährt. Ich bezeichne daher dieses Verfahren 
als „Methode der fertigen Pilzdecken‘“. 

Die Durchführung des Verfahrens besteht in folgendem: Die Pilze 
werden zunächst auf einer bestimmten, nur für diesen Zweck zusammen- 
gesetzten Nährlösung zur Entwicklung gebracht, und zwar bis zur 
Ausbildung eines geschlossenen Mycels; dann wird die zum Teil ver- 
brauchte, zum Teil veränderte Lösung (als ‚erste Kulturflüssigkeit“ 
bezeichnet) abgegossen, hierauf mit sterilem Wasser nachgespült und 
eine neue sterile Flüssigkeit von einer bestimmten, der zu untersuchenden 
Säurebildung angepaßten Zusammensetzung (‚zweite Kulturflüssigkeit‘“) 
eingefüllt. 

Der beabsichtigte Zweck dieser Neuerung ist augenfällig. Auf 
einige Schwierigkeiten, die durch Anwendung dieser Methodik bedingt 
sind, wird jeweils zurückzukommen sein; jedenfalls überwiegen aber 
weitaus die Vorteile dieses Verfahrens. Die Methode kann mit der 
Verwendung von Preßhefe verglichen werden, da in beiden Fällen von 
einem bereits voll entwickelten Zellkomplex ausgegangen wird. 

Ich will nicht unerwähnt lassen, daß Elfving (1921) (15) zeigte, daß 
entwickelte Pilzdecken aus reinen Zuckerlösungen Oxalsäure zu bilden 
vermögen. Die Veröffentlichung gelegentlicher Benutzung ausgewachsener 
Pilzdecken in einigen Versuchen von Butkewitsch (1924) erfolgte zu einer 
Zeit, als ich bereits systematisch mit der beschriebenen Methode arbeitete. 
Nirgends aber findet sich in der Literatur ein Hinweis auf die prinzipielle 
Bedeutung der Teilung von Pilzwachstum und Säurebildung. 

Die folgenden Untersuchungen sollen nicht nur den Wert der in 
Frage stehenden Methode bei Überprüfung bereits gesammelter Tat- 
sachen, sondern auch ihre Anwendungsmöglichkeit und Brauchbarkeit 
überall dort erweisen, wo eine Zerlegung in Teilprobleme wünschenswert 
erscheinen wird ; hierzu noch einige Bemerkungen im letzten Abschnitt. 

Aber noch andere methodischen Frage mußten vorerst geklärt 
werden, ehe an zielbewußte Untersuchung der fraglichen Probleme 
geschritten werden konnte. 

Zunächst zeigte es sich, daß keine voll ausreichende Methode zur 
quantitativen Analyse der Kulturflüssigkeiten existierte, und weiterhin 
erwuchs von physiologischer Seite her die Aufgabe, die Bedeutung 
einzelner für die Versuchsanordnung wichtiger Faktoren zu klären, 
sowie die Bedingungen für die Züchtung wirksamer Pilzdecken test- 
zustellen. 


2. Chemisch-analytischer Teil. 


Hinsichtlich der quantitativen Trennung der Oxal- und Citronen- 
säure sind die Untersuchungen von Butkewitsch (1922) (16) von Wichtig- 
keit, bezüglich der quantitativen Bestimmung der Citronensäure neben 
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Butkewitsche Feststellungen insbesondere die Methode von Creuse 
(1873) (17), die auf der Schwerlöslichkeit von Bariumcitrat in 60- bis 
70proz. Alkohol beruht. Die Methode von Butkewitsch zur Abscheidung 
von Citronensäure gibt, wie seine eigenen Zahlen und eine Nachprüfung 
zeigten, nicht sehr verläßliche Werte; daher wurde zunächst eine 
Methode zur quantitativen Bestimmung der Citronensäure ausgearbeitet, 
bei der von der Unlöslichkeit des Ca-Citrats in Alkohol Gebrauch 
gemacht wurde. 


a) Eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
der Citronensäure. 


Es wurden zunächst einige orientierende Versuche vorgenommen 
(& bis c), und sodann einige weitere Versuche zur Ausfällung des Ca-Citrats 
mittels Alkohol (d bis g). 


Es wurden zu jedem Versuch 10 ccm einer 2proz. Lösung von Citronen- 
säure verwendet, so daß 0,2g Citronensäure, entsprechend 0,2370 g Ca- 
Citrat (kristallwasserfrei) zur Analyse gelangten. Nach Butkewitsch wird 
das kristallwasserfreie Salz durch Trocknen bei 120 bis 135° erhalten. Die 
Versuchsergebnisse gehen aus Tabelle I hervor. 











Tabelle I. 
Versuchs-Nr. g 

Ca-Acetat 

(10proz.) . .ccm — 
CaCl, (10proz.) ccm 5 
NH, (10proz.). . . | neutralisiert — 
NaOH (l0proz.). . — neutr. — neutr. 
Temperatur bei der 

Fällung ..... Siedehitze Kälte | Siedehitze 
Alkoholzusatz | 

(96 proz.) ... g etwa 20*) 40 
Ca-Citrat, bei 130° | 

getrocknet. . gu 0,2105; 0,2083| 0,2185 0,2322) 0,2294; 0,2302) 0,2310 
Fehler in . . . .g | 0,0265) 0,0287| 0,0185] 0,0048 0,0076| 0,0068) 0,0060 

ps » + « Proz. ||-11,13 |-12,11 |-7,8 !-2,03 -3,2 |-2,87 |-2,53 


Í 


*) Hier wurde nur qualitativ geprüft und eine starke voluminöse Fällung von Ca-Citrat 
festgestellt, aber nicht weiter berücksichtigt, im Vergleich zu den Versuchen d—g. 


Eine quantitative Abscheidung der Citronensäure ist demnach 
nach folgendem Verfahren möglich: Die Lösung der Citronensäure 
wird mit einem Überschuß von Ca-Acetat oder CaCl, versetzt, während 
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des Kochens mit Ammoniak neutralisiert und sodann mit der etwa 
dreifachen Menge 96proz. Alkohols versetzt. Das ausgefällte Ca-Citrat 
wird nun filtriert, mit etwa 50- bis 60 proz. Alkohol gewaschen und bei 
130° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der bei dieser Methode 
gemachte Fehler beträgt kaum mehr als 3 Proz. und bleibt meist 
darunter, insbesondere bei heißer Fällung. Die ohne Berücksichtigung 
der mit Alkohol erzielten Ausfällung ausgeführten Versuche (a bis c) 
ergaben drei- bis fünffach so große Fehler und in allen diesen Ver- 
suchen trat im Filtrat auf Alkoholzusatz eine starke Fällung von Ca- 
Citrat ein. 

Für die Analyse der Kulturflüssigkeiten mußte jedoch auch diese 
Methode fallen gelassen werden, da bei eventueller Gegenwart von Glucon- 
säure diese auf Alkoholzusatz ebenfalls als Ca-Salz ausfällt. Ich teile aber 
diese Methode hier mit, da sie in Fällen von Wert sein wird, bei denen keine 
weiteren durch Alkohol ausfällbaren Substanzen vorhanden sind. Die 
ursprüngliche Anwendung dieser Methode führte jedoch zur Feststellung 
reichlicher Mengen einer Substanz, die als Ca-Gluconat erkannt wurde 


(s. vorläufige Mitteilung), noch bevor die Arbeiten von Molliard (1924) 
sowie von Falck und Kapur (1924) erschienen waren. 


Für die Bestimmung der Citronensäure in den Kulturflüssigkeiten 
wurde schließlich folgender Weg eingeschlagen, der dem Verfahren 
von Butkewitsch analog ist und bei einiger Übung und Erfahrung auch 
ganz brauchbare Resultate liefert (etwa 3 bis 4 Proz. Fehler). Die 
citronensäurehaltige Lösung wird mit einem Überschuß von CaCl, oder 
Ca-Acetat versetzt, während des Kochens mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und nun längere Zeit im Sieden gehalten. Hierbei 
fällt bereits die größte Menge der Citronensäure als Tricalciumcitrat 
kristallinisch aus; die Lösung wird nun am Wasserbad noch weiter 
eingedampft, sodann kurz aufgekocht und heiß filtriert. Darauf wird 
zunächst mit heißem Wasser und schließlich mit 60proz. Alkohol nach- 
gewaschen und der Niederschlag bei 130° getrocknet. 


b) Über die Trennung der Oxal- und Citronensäure. 


Es sollte eine allgemein anwendbare Methode zur Trennung der beiden 
Säuren als Ca-Salze ausgearbeitet werden. Für die Trennung kamen Essig- 
säure und Salzsäure in Betracht, und zwar nur in der Hitze. da be- 
kanntlich bei den Fällungen von Ca-Oxalat in der Kälte dasselbe auch 
nach langem Stehen wegen seiner mikrokristallinen Beschaffenheit fast 
unfiltrierbar ist. 


Für jeden Versuch wurden je 10 ccm genau 2pro2. Lösungen von Oxal- 
und Citronensäure verwendet, also 0,2g Oxal- und 0,2g Citronensäure, 
entsprechend 0,2317 g Ca-Oxalat (mit 1 Mol H,O, enthaltend 61,62 Proz. 
Oxalsäure) und 0,2370g Ca-Citrat (kristallwasserfrei),. Die Ergebnisse 
gehen aus der Tabelle II hervor. 
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Tabelle II. 






Trennung mittels . . Essigsäure Salzsäure 
Fällungsmittel (koch.) |; 10 ccm Ca-Acetat (10 proz.) || 10 cem CaCl, (10 proz.) 
Ammoniak (10proz.) . — — À — neutralisiert 
Zusatz von Essig- bzw. 
Salzsäure . .... ~= — | 2cem 20proz. 
igsä ure 
Freie Säure in . Proz. 1,3 0,8 0,5 
Waschflüssigkeit . . . || Wasser | Essigsäure (2,5 proz.) Wasser 
Ca-Oxalat bei 100° ge- 
trocknet. .... g 0,2562| 0,2425; 0,2369|| 0,2190) 0,2305) 0,2289 
Fehler in ..... + 0,0245|+ 0,0108|+ 0,0052 || - 0,0127|- 0,0012|- 0,0028 
„  » . Proz. |+106 |+47 |+22 -5,8 |-051 |-12 
Gehalt des Niederschl 
an Oxalsäure Proz — 161,77 | 61,68 
Ca-Citrat, nach Ein- 
engen des Filtrats 
bestimmt nach Ver- 
such d be TI. eg — 0,2330| 0,2347 
Fehler in ..... g — 0,0040| 0,0023 
e. des zer Ems — |-1,68 |-0,97 


*) Eine Gehaltsbestimmung wurde hier unterlassen, da der Ca-Oxalat,Niederschlag Ca,Citrat 
enthielt und daher die Titration mit KMNO, keinen brauehbaren Wert ergeben konnte. 


Es zeigt sich demnach, daß die Trennung der Oxal- und Citronen- 
säure mittels Essig- oder Salzsäure unter Einhaltung bestimmter Be- 
dingungen (Versuch k und m) recht gut gelingt. Bei Anwendung von 
Essigsäure wird stets etwas Ca-Citrat mitgefällt, wie aus den zu hohen 
Werten für Ca-Oxalat hervorgeht, dagegen ist bei Anwendung von 
Salzsäure eine völlige Abtrennung des Ca-Citrats möglich, wobei meist 
nur geringe Mengen von Ca-Oxalat in Lösung gehen. 


ei Über die Abscheidung und Bestimmung der Gluconsäure. 


Für die möglichst quantitative Bestimmung der Gluconsäure 
wurde folgendes Verfahren eingeschlagen : Nach der Entfernung eventuell 
vorhandenen Ca-Oxalats und Ca-Citrats wird die Flüssigkeit zunächst 
auf dem Wasserbad stark eingedampft, und zwar so weit, daß sie noch 
leicht flüssig bleibt, also nicht bis zur Sirupkonsistenz, wie Falck und 
Kapur (7) angeben. Nun wird die Flüssigkeit mit 96proz. Alkohol 
gesättigt, also so lange mit dem Alkoholzusatz fortgefahren, als sich 
die entstehende Fällung in der Wärme eben noch auflöst. Sodann wird 
das ganze in einem verschlossenen Gefäß etwa 24 Stunden in der 
Kälte stehengelassen. Während dieser Zeit kristallisiert das gluco- 
saure Ca in Form mikroskopischer Nadeln ziemlich quantitativ aus. 
Nach dem Filtrieren wird mit Alkohol nachgewaschen, bei 80° ge- 
trocknet und gewogen. Durch den weiteren Zusatz des Alkohols während 
des Waschens erkennt man, ob noch weitere Fällung erfolgt und eine 
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Wiederholung des Verfahrens notwendig ist. Bei hoher Konzentration 
erstarrt oft schon nach wenigen Stunden die ganze Lösung zu einem 
Kristallbrei. Von Wichtigkeit ist noch folgendes: Die Lösung darf 
nicht zu stark eingedickt sein, sonst fällt das Ca-Gluconat mit Zucker 
vermengt als sirupöse Masse aus, desgleichen, wenn ein Überschuß 
von Alkohol verwendet wird. Der noch vorhandene Zucker ist inso- 
fern von Einfluß, als er proportional seiner Menge auf die Kristallisation 
hemmend wirkt. Wenn der Zucker sehr stark verharzt ist, kann die 
Kristallisation des Ca-Gluconats fast völlig verhindert werden. 


3. Physiologischer Teil. 
a) Einige allgemeine Faktoren der Säurebildung. 


L Art und Herkunft des Pilzstammes. Zu Beginn der Untersuchungen 
stand nur ein Stamm von Aspergillus niger zur Verfügung, bei dem sich 
herausstellte, daß er so gut wie keine Citronensäure zu bilden vermochte, 
dagegen war seine Befähigung zur Gluconsäurebildung sehr stark aus- 
geprägt (s. vorläufige sowie nächste Mitteilung). Dieser Stamm wurde für 
die nächst folgenden Versuche sowie auch fast ausschließlich für die Ver- 
suchsserien der zweiten Mitteilung verwendet. In einer späteren Mitteilung 
über die ‚„Säurebildung durch verschiedene Pilzstämme‘‘ wird im engeren 
Zusammenhange der Einfluß und die Vorbehandlung der Pilzstämme auf die 
Richtung und Intensität der Säurebildung systematischer besprochen werden. 

Welch bedeutenden Einfluß der jeweils verwendete Pilzstamm auf die 
Säurebildung hat, geht neuerdings aus der Feststellung von Wehmer (1926) 
hervor, daß sein Citronensäurebildner aus Ca-Gluconat Ca-Citrat zu bilden 
vermag, während dies mit anderen Pilzstämmen nicht gelang. 

In diesem Zusammenhange möchte ich darauf hinweisen, daß die 
Pilzstämme, die Wehmer als ‚Oxalsäurebildner‘‘ bezeichnet, wahrscheinlich 
auch zumeist ‚‚Gluconsäurebildner“ sind; denn die von Wehmer hinsichtlich 
der ‚‚Oxalsäurebildner‘‘ gemachten Befunde sind meist an sehr alten Kulturen 
gewonnen, so daß die anfangs wohl gebildete Gluconsäure bereits längst 
weiterverarbeitet ist. | 

2. Der Einfluß der Ausdehnung der Püzdecke und der Schichthöhe der 
Kulturflüssigkeit auf die Säurebildung. Nach Buchner und Wüstenfeld (14) 
ist die Schichthöhe ‚für den Gaswechsel und Sauerstoffbedarf der Mycel- 
pilze von Wichtigkeit“. Diese Autoren stellten fest, daß bei Gegenwart 
von CaCO, in der Kultvurflüssigkeit eine geringe Schichthöhe die Säure- 
bildung begünstigt. Dies steht weiterhin in Zusammenhang mit der Frage, 
ob bezüglich der Wirksamkeit der Pilzdecke eine Beziehung zwischen deren 
Ausdehnung (Oberflächenentfaltung) und der Menge der Kulturflüssigkeit 
besteht. Wie ich der, nach Durchführung meiner diesbezüglichen Versuche 
erschienenen Mitteilung von Falck und van Beyma thoe Kingma (1924) 
entnehme, konnten diese Autoren feststellen, daß die Säurebildung pro- 
portional der Oberflächenvergrößerung der Pilzdecken zunimmt. Trotzdem 
teile ich meine diesbezüglichen Erfahrungen mit, da sie mit einem Pilz 
gemacht wurden, der nur Gluconsäure bildet und da sie bereits unter Zu- 
grundelegung der Methode der fertigen Pilzdecken“ durchgeführt sind 
und daher in der Versuchsanordnung von Falcks Versuchen abweichen. 

In Versuchsreihe 1 wurde die Frage nach dem Zusammenhang zwischen 
der Ausdehnung der Pilzdecken und deren Säurebildung untersucht. 
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In Erlenmeyerkolben verschiedener Größe (300 und 500 ccm) wurden 
die Pilzdecken zunächst zur Entwicklung gebracht (Nährlösung: 50 oder 
100 ccm Flüssigkeit, 10 Proz. Rohrzucker, 0,5 Proz. Pepton, 0,1 Proz. 
KH,PO, 0,1 Proz. MgSO,; Temperatur 30°, Dauer 5 Tage); die Zusammen- 
setzung der zweiten Kulturflüssigkeit usw. geht aus Tabelle III hervor. 
Die Feststellung der Säuremenge erfolgte nur durch Titration mittels 
n/10 NaOH-Lösung; Oxal- und Citronensäure waren nicht vorhanden, die 
Titrationsergebnisse können daher auf Gluconsäure bezogen werden. Die 
gleiche Kultur wurde zu einigen Titrationen nach verschiedenen Zeiten 
verwendet, indem jeweils 2 cem Flüssigkeit der Kultur entnommen wurden. 
Es handelt sich nur um Vergleichszahlen, daher kann die Berechnung auf 
die Gesamtflüssigkeit vorgenommen werden. 


Tabelle III. 


| Titrationsergebnisse 








Versuchsbedingungen 























© 

5 Ausdeh Kulturflüssigkei | re D ken Fia ieait a da 
$ S der: We BIFSEUSEIGEEN | zweiten berechnet auf Gesamtflüssigkeit 
S bag Versuchsdauer 

> qcm m| 8 Tage 17 Tage 24 Tage 








127 | 2,32 | 116 
130 | 4.20 | 210 


Tage 8 17 24 
Abb. 1. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 1: 


1. Bei gleicher Menge der Kulturflüssigkeit und gleichem absoluten und 
relativen Zuckergehalt vermag eine Pilzdecke von annähernd doppelter Aus- 
dehnung bedeutend mehr Säure zu bilden (vgl. Versuch 2 und 3 sowie 4 und 5). 

2. In gleich großen Kolben, also bei annähernd gleicher Flächen- 
ausdehnung der Pilzdecken und gleicher Zuckerkonzentration, aber ver- 
schiedener Menge der Nährlösung (und damit der absoluten Zuckermenge) 
liefert die Pilzkultur mit der geringeren absoluten Zuckermenge (Versuch 1) 
anfangs mehr Säure, wird aber später von der anderen Kultur überholt 
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(Versuch 2). Bezüglich des Prozentgehalts an Säure übertrifft aber die erste 
Kultur bei weitem die zweite, wie aus Vergleich der Titrationsergebnisse 
für je 20cm hervorgeht. 

3. Der Zusammenhang der relativen Säurebildung mit der Größe der 
Oberfläche einerseits und der Flüssigkeitsmenge andererseits wird durch die 
Kurvenfigur klar. In dieser kommen die nach einer bestimmten Anzahl 
von Tagen für je 2ccm Flüssigkeit gefundenen Werte der Acidität zur 
Darstellung. Die Menge der gebildeten Säure ist demnach direkt proportional 
der Oberflächenentfaltung der Pilzdecke, indirekt proportional der Schicht- 
höhe der Kulturflüssigkeit. 

4. Es ergibt sich nun für die Versuchsanordnung selbst, daß bei Anwen- 
dung von Pilzdecken mit etwa 35qcm Oberfläche (200- bis 300-ccem-Kolben) 
50ccm Kulturflüssigkeit hinsichtlich der Säurebildung günstiger wirken, als 
die doppelte Menge; dies gilt bei Verwendung von Erlenmeyerkolben. 


3. Die Durchlüftung der Kulturen. Es handelte sich nun um die Frage, 
welchen Einfluß der verfügbare Sauerstoff hat, da ja die Säurebildung einen 
Oxydationsvorgang darstellt. Diese Frage wurde bisher nicht eingehender 
untersucht; Wehmer konnte feststellen, daß die Säuremenge erst in sauer- 
stoffarmer Luft erhebliche Werte erreicht. Falck und van Beyma thoe Kingma 
(1924) teilen mit, daß in Substraten, die mit Hohlräumen hinreichend durch- 
setzt sind, keine Gluconsäure und nur wenig Citronensäure auftritt. 


In Versuchsreihe 2 wurden einige Experimente durchgeführt, die nur 
orientierenden Charakter haben und somit keine Entscheidung der Frage 
bringen sollten, welche O-Spannung im Versuchskolben für die Säurebildung 
am günstigsten ist. 

Versuchsanordnung. Kolbengröße 200 ccm, Entwicklung der Pilz- 
decken wie in Versuchsreihe l; zweite Kulturflüssigkeit: 50 cem 10Oproz. 
Rohrzuckerlösung, Temperatur 25°, Versuchsdauer 10 Tage. Bei Versuch 6 
wurden durch den Kolbenhals zwei Glasröhren geführt; das lange Glasrohr, 
dessen äußeres Ende an die Wasserstrahlpumpe angeschaltet wurde, endete 
unmittelbar oberhalb der Pilzdecke; das kurze, durch das Luft in den Kolben 
gesaugt wurde, im Kolbenhals. Täglich wurde 10 Minuten lang Luft durch 
den Kolben gesaugt. Versuch 7 diente als Kontrollkultur (Tabelle IV). 





Tabelle IV. 

Versuchs»Nr. | 6 | 7 
m SNE KEE e 
Pilzdeckengewicht . . g || 0,758 0,796 
Acidität ..... ccm ;| 49,1 111,3 
Ca-Gluconat g 1,05 2,49 
Zucker ....... SI 2,7 2,8 
Zuckerverbrauch g 2,3 2,2 





Ergebnisse der Versuchsreihe 2. Bei Gasaustausch, also Anwesenheit 
größerer O-Mengen in der Atmosphäre ist die Säurebildung und -anhäufung 
in saurem Medium bedeutend geringer als in Kulturen, in denen nicht 
für einen Gasaustausch gesorgt wird. Die gebildete Säure wird wohl rasch 
weiter oxydiert, denn der Zuckerverbrauch ist in beiden Versuchen annähernd 
gleich. Oxal- und Citronensäure wurden nicht gebildet. 

4. Die Beziehung zwischen dem Gewicht der Pilzdecke und der Saure- 
bildungsfähigkeit derselben soll im nächsten Abschnitt sowie im Verlaufe 
der weiteren Untersuchungen festgestellt werden. 
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b) Bedingungen für die Züchtung der Pilzdecken. 


Es sollen hier in großen Zügen die Bedingungen für die Züchtung gut 
säurebildender Pilzdecken festgestellt werden. Es war zu erwarten, daß die 
Ernährung des Pilzes im Stadium seiner Entwicklung von Einfluß auf 
seine spätere Leistungsfähigkeit hinsichtlich der Säurebildung sein müßte. 
Nach den Ergebnissen von Buchner und Wüstenfeld (14) sind dünne Pilz- 
decken bedeutend wirksamer als dicke. Sie bringen dies in Beziehung damit, 
daß bei dünnen Pilzdecken eine bessere Durchlüftung möglich ist als bei 
dicken, und weiterhin in Zusammenhang mit dem N-Gehalt der Kultur- 
flüssigkeit, da bei N-Armut dünne, bei N-Reichtum dicke Pilzdecken ent- 
stehen. Die Frage, ob eine Zusammenhang zwischen Säurebildungsvermögen 
und N-Gehalt der Pilzdecke besteht, lassen sie unberücksichtigt. 

Bei Zuckerreichtum ist die Mycelentwicklung hauptsächlich vom 
N-Gehalt der Kulturflüssigkeit abhängig; es war demnach der Stickstoff 
der Hauptfaktor, der in den folgenden Versuchen zu variieren war, und zwar 
in qualitativer und quantitativer Hinsicht. 

In Versuchsreihe 3 wurde der Einfluß von N-Armut und N-Reichtum 
sowie organisch und anorganisch gebundenen Stickstoffs verglichen. In 
Zusammenhang damit sollte die Frage entschieden werden, welche Be- 
deutung dem Pilzdeckengewicht hinsichtlich der Säurebildung zukommt, 
ob also bei gleicher Oberflächenentfaltung ein dickes oder dünnes Mycel 
wirksamer ist. Weiterhin sollte die Wirksamkeit des Pilzes in erster und 
zweiter Kulturflüssigkeit verglichen werden. Alle Versuche wurden ohne 
Zusatz von CaCO, vorgenommen. 


Tabelle V. 


Versuchs-Nr. | 8 o Io | n 12 


Erste Kulturflüssigkeit 


10 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. K H3 P O4, 0,05 Proz. MgSO,, 0,01 Proz. Ca Cia, 50 ccm; 
Kolbengröße 300 ccm 


350, 7 Tage | 250, 12 Tage 
Pepton `... oenn | os | 15 | - 


Temperatur und Versuchsdauer . . .. 
















Ammonsulfat . .. esses 

Analysenwerte 
Pilzdeckengewicht . . . . . g S 0,831 | 0,935 
Acidität . . - . . ccm 43,25 | 66,46 
Ca-Oxalat . . .. 22.0. g 0 0 
Ca-Citrat . .. 20.2 0.. g 0,070 | 0,062 
Ca-Gluconat*) (berechnet) .g | 0,77 | 1,30 








Zweite Kulturflüssigkeit 
IO Proz. Rohrzucker, Temperatur 25°, Versuchsdauer 10 Tage 


— 











alysenwerte 
Pilzdeckengewicht . . . - . ei — 0789! 2175| 0942| 1,606 
Zuwachs an Mycel. ..... . CH. = 0,131) 0684| 0111| 0,670 
Acidität . . . . . - . . ccm ' — 115,3 ka 112,0 87,5 
Det, ee deeg ee ae 
VCOl . ee ee e ccm ı — a ` ` e 
Ca-Oxalat . . . 22220. gl — 0,073| 0,184 O 0 
Ca-Gluconat . ....... g — 2,36 1,73 2,51 1,96 
Zucker .. naaa g — 164 | 030 | 198 | 1,06 
Zuckerverbrauch ..... g, — | 3,36 4,70 3,02 3,95 








Die Berechnung geschah aus dem Rest der Acidität, also nach Umrechnung von Cas 
Oxslat und Ca.Citrat auf freie Säure und Subtraktion der gefundenen Werte von der Gesamtacidität. 
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Ergebnisse der Versuchsreihe 3. 

1. Das Gewicht der Pilzdecken ist bei Darbietung reichlicher Pepton- 
mengen am höchsten (Versuch 10); bei höherer Temperatur erreicht das 
Pilzdeckengewicht bereite nach 7 Tagen einen bedeutend höheren Wert 
als in einer analogen Kultur, bei tieferer Temperatur nach 12 Tagen (vgl. 
Versuch 8 und 9). 

2. Bei N-Armut in der ersten Lösung tritt in zweiter Kulturflüssigkeit 
auf reiner Zuckerlösung nur ganz unbedeutender Mycelzuwachs ein, bei 
ursprünglichem N-Reichtum ein sehr erheblicher (Versuch 10 und 12); 
es findet wohl zunächst eine N-Speicherung in irgend einer Form statt, 
wodurch das nachträgliche weitere Wachstum ermöglicht wird. 

3. Die Säurebildung ist bei Gegenwart von Pepton bedeutend stärker 
als bei Gegenwart von Ammonsulfat, wahrscheinlich weil dieses infolge 
der frei werdenden Mineralsäure einen hemmenden Einfluß auf die Säure- 
anhäufung ausübt, während aus Pepton Ammoniak gebildet wird, das 
eher die Säureanhäufung begünstigt. Diese Einflüsse verschwinden nach 
Auswechslung der Kulturflüssigkeit. 

4. Hinsichtlich der Wirksamkeit der Pilzdecken bezogen auf 1g Mycel 
kann ich für Aspergillus niger bestätigen, daß das Mycel bei N-Armut zur 
Entwicklung gebrachter dünner Pilzdecken bedeutend wirksamer ist, als 
das starker; so vermag z. B. lg eines Mycels, das bei Peptonarmut zur 
Entwicklung kam, dreimal so viel Säure anzuhäufen (bezogen auf „Acidität‘‘) 
als ein bei Peptonreichtum zur Entwicklung gelangte. Dies bezieht sich 
jedoch zunächst nur auf saure Kulturflüssigkeit und ist entweder darauf 
zurückzuführen, daß die kräftige Pilzdecke die gebildete Säure auch rascher 
verzehrt oder daß ein solches Mycel überhaupt nur weniger Gluconsäure 
zu bilden vermag. Diese Frage wird später entschieden werden. 


4. Die Methodik für die Untersuchung der Säurebildung (Zusammenfassung ). 


Im folgenden werden die bisherigen Ergebnisse kurz zusammen- 
gefaßt, soweit sie für die Ausarbeitung einer Methodik zum Studium 
der Säurebildungsvorgänge durch Pilze von Wichtigkeit sind. 


a) Versuchsanordnung. 


L Die Grundlage für die folgenden Untersuchungen bildet die in 
Abschnitt C, 1 erörterte und beschriebene Methode der fertigen Püz- 
decken. Nur vergleichsweise kommt daher die Untersuchung der Säure- 
bildung in „erster Kulturflüssigkeit“ in Betracht. 


2. Bei Verwendung von Erlenmeyerkolben von 200 bis 300 ccm 
Inhalt sind entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche als „erste 
Kulturflüssigkeit‘‘ 50 ccm einer Nährlösung zu verwenden, die meist 
folgende Zusammensetzung hat: 10 Proz. Rohrzucker, meist 0,1 bis 
0,2 Proz. Ammonnitrat (bzw. Ammonsulfat oder Pepton), 0,1 Proz. 
KH,PO, 0,05 Proz. MgSO,; als Reizstoffe zur Beschleunigung des 
Wachstums wurden 0,01 Proz. CaCl, oder 0,002 Proz. FeCl, zugesetzt, 
und zwar auf Grund von Erfahrungen, die in dieser Zeit im hiesigen 
Institut gemacht wurden (Niethammer (1925) (18). 
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In erster sowie zweiter Kulturflüssigkeit wurde, trotz der damit 
verbundenen Vorteile, nicht Glucose verwendet, da das reine Produkt 
wegen des hohen Preises nicht in Betracht kam und da andererseits 
die Verwendung technischer Glucose den Zweck nicht erfüllt hätte; 
daher wurde weißer Kandiszucker für die Untersuchungen bevorzugt. 

3. Die Impfkulturen werden am besten auf einer feuchten Mischung 
von Brot- und Torfmull zur Ausbildung gebracht, da die Pilze darauf 
sehr reichliche Sporenmengen bilden. Die Impfung wird am vorteil- 
haftesten in der Weise vorgenommen, daß die Sporen in sterilisiertem 
Wasser aufgeschwemmt und hiervon 2 bis 3ccm in jeden Kolben 
gegossen werden. Nur eine sehr reichliche Impfung gewährleistet die 
rasche Ausbildung einer gleichmäßigen, völlig geschlossenen Pilz- 
decke. 

4. Die Pilze wurden meist bei einer Temperatur von 30 bis 35° 
zur Entwicklung gebracht; nach 3 bis 4 Tagen ist in der Regel schon 
eine geschlossene Pilzdecke vorhanden, die nun zur weiteren Ver- 
wendung in zweiter Kulturflüssigkeit, also für die eigentlichen Versuche 
benutzbar ist. 


b) Chemisch-analytische Methodik. 


Die Analyse der Kulturflüssigkeiten erfolgt am besten in folgender 
Weise: 

1. Abtötung der Kultur im Sterilisator, Filtration, Bestimmung des 
Pilzdeckengewichts nach dem Trocknen bei 80°; Filtrat durch Waschwasser 
auf 100 ccm aufgefüllt. 

2. 10 ccm der Flüssigkeit zur Bestimmung der Acidität durch Titration 
mittels einer n/10 NaOH-Lösung; der gefundene Wert auf die Gesamt- 
flüssigkeit berechnet und in Kubikzentimetern verbrauchter n/10 NaOH- 
Lösung ausgedrückt (in allen Tabellen). 

3. 50 ccm zur Bestimmung der Oxal-, Citronen- und Gluconsäure nach 
dem in Abschnitt C 2 gegebenen Verfahren ; eventuelle Parallelbestimmungen 
an weiteren 20 ccm der Flüssigkeit. 

4. 10 ccm bei Versuchen mit CaCO, oder CaO zur Trockne verdampft ` 
und nach dem Verbrennen und Glühen die CaO-Menge festgestellt. Hier- 
aus konnte das vorhandene gluconsaure Ca im Vergleich zu der bestimmten 
Menge berechnet werden; in saurer Kulturflüssigkeit kann zur Berechnung 
die Acidität herangezogen werden. 

5. Je nach der vermuteten Zuckermenge werden 1 bis IO eem der 
Flüssigkeit auf 50 ccm aufgefüllt und nun in 5 bis 20 ccm der Lösung die 
vorhandene Zuckermenge nach Bertrands Verfahren festgestellt nach 
eventueller Inversion derselben mit Salzsäure. 

6. Eventuell vorhandene Niederschläge von Ca-Oxalat und Ca-Citrat 
sind durch Digerieren der Pilzdecken mit verdünnter Salzsäure zu gewinnen 
und in der bekannten Weise zu bestimmen. 

7. Unverbrauchtes CaCO, kann in der Weise bestimmt werden, daß 
zur Extraktion eine bestimmte Menge normaler Salzsäure verwendet und 
deren Überschuß mit normaler Natronlauge zurücktitriert wird ; die Differenz 
ergibt die noch vorhandene Ca C O,-Menge. 
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c) Wege für die folgenden Untersuchungen. 


Ich möchte nun noch auf die prinzipiellen Untersuchungsmöglich- 
keiten hinweisen, die sich durch Anwendung der ‚Methodik der fertigen 
Pilzdecken‘“ ergeben. Es erscheinen hierdurch vornehmlich zwei Wege 
geebnet, die bei den weiteren Untersuchungen einzuschlagen sind: 

1. In bestimmter Weise zur Entwicklung gebrachte Pilzdecken 
können hinsichtlich ihrer Säurebildung unter Bedingungen studiert 
werden, die sonst nicht zugänglich sind, da unter diesen Bedingungen 
kein Wachstum erfolgen kann. Hierher gehört die Anwendung alkalischer 
Kulturflüssigkeit; dies soll im Hinblick auf die Bildung der Gluconsäure 
in der nächsten Mitteilung behandelt werden. Weiterhin ist die Frage, 
welchen Einfluß Reiz- und Giftstoffe auf die Säurebildung haben, 
gleichfalls nur mit Hilfe dieser Methodik zu beantworten, da ver- 
schiedene Giftstoffe das Wachstum des Pilzes bereits stark hemmen, 
während sie von den fertigen Pilzdecken noch gut vertragen werden; 
hierüber soll eine spätere Mitteilung handeln. 

2. Eine zweite prinzipielle Möglichkeit, die sich durch die ver- 
wendete Methodik ergibt, ist die, daß die Pilzdecken unter verschiedenen 
Bedingungen zur Entwicklung gebracht und nun unabhängig von den 
Wachstumsfaktoren wieder unter anderen Bedingungen hinsichtlich 
ihrer Säurebildung untersucht werden können. Dies muß die Grund- 
lage für die Klärung der Säurebildungsfaktoren bilden, indem nun in 
zweiter Kulturflüssigkeit der Einfluß von N, P usw., sowie die Bedeutung 
der Reaktion der Kulturflüssigkeit für die Säurebildung festgestellt 
werden kann; dies wird der Gegenstand einer weiteren Mitteilung sein. 
Erst nach Klärung dieser Fragen wird der Versuch unternommen 
werden, den Chemismus des Prozesses der Säurebildung, insbesondere 
im Hinblick auf die Citronensäure, aufzuklären. 
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Uber die Säurebildung durch Aspergillus niger. 


II. Mitteilung: 
Die Bildung der Gluconsäure. 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Universität 
in Prag.) 
(Eingegangen am 29. März 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Vermögen zur Oxydation von Glucose zu Gluconsäure durch 
eine Anzahl von Mikroorganismen aus der Gruppe der Essigsäure- 
bakterien ist schon lange bekannt. Darüber aber, daß auch in Schimmel- 
pilzkulturen Gluconsäure auftreten könne, finden sich in der Literatur 
vor dem Jahre 1922 keinerlei Aufzeichnungen. Ziemlich gleichzeitig 
scheinen über dieses Thema Molliard, Butkewitsch, Falck und seine 
Mitarbeiter sowie der Verfasser gearbeitet zu haben. 


Es wurde schon darauf hingewiesen, daß infolge unvergleichbarer und 
auch teilweise ungenauer Grundlagen die Anschauungen dieser Forscher 
nicht in Einklang gebracht werden können. Molliard (1922 und 1924) (1) 
hält dafür, daß die Bildung von Gluconsäure durch allgemeinen Nährsalz- 
mangel hervorgerufen werde. Falck und Kapur (1924) (2), die bei Gegen- 
wart von CaCO, arbeiteten, geben an, daß Gluconsäure bei hoher Zucker- 
konzentration (15 Proz. Glucose), verhältnismäßig niedrigem Stickstoff- 
gehalt (0,16 Proz. NH,NO,) und relativ niedriger Temperatur (22°) reich- 
lich entstehe. Diese Autoren halten die Überführung von Glucon-in Citronen- 
säure durch den Pilz für wahrscheinlich, da in den Kulturen stets zunächst 
Gluconsäure auftritt und erst später die Citronensäuremenge bei stetem 
Rückgang der ersteren anwächst. Einen experimentellen Nachweis der 
Bildung von Citronensäure aus Gluconsäure unter Ausschluß jeglicher 
sonstigen Kohlenstoffquelle erbrachte erst Wehmer (1925) (3). Ob dies 
jedoch als ein Beweis dafür anzusehen ist, daß die Gluconsäure auch bei 
der Bildung von Citronensäure aus Zucker ein Zwischenprodukt darstellt, 
muß noch dahingestellt bleiben. Ich komme auf diese Frage noch in einer 
späteren Mitteilung zurück, doch sei schon hier darauf hingewiesen, daß 
Aspergillus niger beispielsweise aus Glycerin oder Arabinose bekanntlich 
wohl Citronensäure, jedoch keine Gluconsäure zu bilden vermag, worüber 
ich später ausführlicher berichten werde. Dies deutet schon darauf hin, 
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daß die Gluconsäure kein notwendiges Zwischenprodukt bei der Bildung 
der Citronensäure aus Zucker darstellt!) Nach Bwikewitsch (1924) (4) 
endlich entsteht bei niedriger Acidität, besonders bei Gegenwart von CaCO,, 
vornehmlich Gluconsäure, während bei hoher Acidität Citronensäure 
auftritt. 

In den hier folgenden Versuchsreihen wurde ein Pilzstamm ver- 
wendet, der höchstens Spuren von Citronen- und fast ausschließlich 
Gluconsäure zu bilden vermag. Durch Ausschaltung der Bildungs- 
bedingungen für Citronensäure wurde die Frage nach der allgemeinen 
Säurebildung in die engere und deshalb schärfer faßbare der Bildung 
von ausschließlich Gluconsäure umgestaltet und so zunächst eine klare 
Feststellung des zeitlichen Verlaufs der Bildung dieser Säure gewonnen, 
ferner aber auch möglich gemacht, experimentell nachzuweisen, wann 
Verstärkung und wann Hemmung der Gluconsäurebildung stattfindet. 
Besonders reich an Ergebnissen war das Studium des Verhaltens voll- 
entwickelter Pilzdecken in alkalischen Kulturflüssigkeiten. 


A. Säurebildung in ursprünglicher Kulturflüssigkeit. 


Hinsichtlich des Verhaltens des Pilzes in erster Kulturflüssigkeit bei 
Abwesenheit von Basen kann auf Versuchsreihe 3 (T. Mitteilung) verwiesen 








Versuchsnummer 


Versuchsbedingungen. Erste Kulturflüssigkeit. Nährlösung : 20 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. (NH4) SO,, 
0,1 Proz. K H PO, 0,05 Proz. MgSO,. Kolbengröße: 200 ccm. Flüssigkeitsmenge 50 ccm. 
Versuchsdauer: 34 Tage. 











Pilzstamm ...... EIER | _ __Gluconsäurebildner Citronensäurebildner 
Temperatur.. .... EEE 18—210 | 8—100 18—210 8—10 
CaCO ena E g ol 3 e 
| Analysenwerte. 
Pilzdecken (extrah.) . . g || 0,723 | 0,715 | 0,631 | 0,840 | 0,843 | 0,513 
Unverbrauchtes CaCO, gh — 1,35 _ — 0,85 — 
Acidität ...... cem | 129,7 0 51,7 | 214,6 0 34,6 
CaO in der Flüssigkeit g | — 0,916 — — 0,664 — 
Ca-Oxalat . . ..... g 6 0,3422 | 9 6 0,158 0 
Ca-Citrat . ...... g 0 0 0 1,459 | 1,564 | 0,289 
best. . . g | 2,778 | 6,96 | 0,729 | 0,578 | 4,43 0 
Ca-Gluconat Br si | | g |2,90Ac)[7,08 (Ca),1,15 Let 0,655(Ac)|5,25(Ca)) 0 (Ac) 


*) Zur Kontrolle der für Ca-Gluconat gefundenen Werte wurden diese noch in entsprechender 
Weise berechnet; wie ist durch folgende Buchstaben angedeutet, die gleichtalls für alle anderen 
Tabellen gelten: Ac = aus der Acidität berechnet, Ca = aus der CaO.Menge in der Flüssigkeit, 
B = aus dem Verbrauch an zugesetzter Base. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von Oxal» oder 
Citronensäure mußten die betreffenden Werte in entsprechender Weise abgezogen werden. 


1) Die Tatsache, daß die Ausbeute an Citronensäure aus Gluconsäure 
bedeutend geringer ist, als aus Zucker, scheint darauf hinzudeuten, daß 
nur ein Teil des Moleküls der Gluconsäure zur Bildung der Citronensäure 
verwendet werden kann (nach einem Zerfall in C,-Ketten). Diese Frage 
werde ich in einer späteren Mitteilung eingehender behandeln. 
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werden. Es zeigte sich, daß der Pilz unter den gewählten Bedingungen 
fast ausschließlich Gluconsäure bildet. 

In Versuchsreihe 4 wurde zur vorläufigen Orientierung das Verhalten 
des Pilzes in ursprünglicher Kulturflüssigkeit bei Gegenwart von CaCO, 
und ohne dieses verglichen; weiterhin kamen zwei verschiedene Pilzstämme 
zum Vergleich sowie Temperaturen von 18 bis 21° und 8 bis 10°. 

Zunächst wurden alle Pilzdecken bei 30° zur Entwicklung gebracht 
und verblieben erst vom dritten Tage an bei der gewünschten Temperatur 
(s8. Tabelle I). Bei Versuch 14 und 17 wurden am dritten Tage je 3 g CaCO, 


zugesetzt, die übrigen Versuchsbedingungen usw. gehen aus Tabelle I 
hervor. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 4. 


l. Sowohl bei saurer Reaktion der Kulturflüssigkeit (Versuch 13, 15) 
als auch bei Gegenwart von CaCO, (Versuch 14) bildet der eine Pilz fast 
durchweg nur Gluconsäure, während der andere Pilzstamm unter gleichen 
Bedingungen weniger Gluconsäure, aber auch gewisse Mengen Citronensäure 
bildet. 

2. Bei saurer Reaktion der Kulturflüssigkeit bildet der ‚‚Citronen- 
säurebildner‘‘ fast nur Citronensäure, bei Gegenwart von CaCO, auch 
erhebliche Mengen Gluconsäure; dies stimmt mit den Ergebnissen Butke- 
witschs überein. 

3. Bei tiefer Temperatur findet nur geringe Säurebildung statt. 

4. Oxalsäure wurde nur bei Gegenwart von CaCO, gebildet. 


B. Säurebildung dureh entwickelte Pilzdecken. 
(In zweiter Kulturflüssigkeit). 


1. Säurebildung in saurem Medium. 


In Versuchsreihe 5 wurde die Gluconsäurebildung in reiner Rohrzucker- 
lösung nach verschiedenen Zeiten festgestellt. Die Bedingungen für die 


Entwicklung der Pilzdecken sowie die Ergebnisse gehen aus Tabelle II 
hervor. 


Tabelle II. 





Erste Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,15 Proz. Pepton, 0,1 Proz. KHzPO,, 0,05 Proz. 
MgSO,. 0,01 Proz. CaCliz. Flüssigkeitsmenge: 50 ccm. Kolbengröße: 300 ccm. Temperatur: 250. 
Versuchsdauer: 12 Tage. 


Zweite Kulturflüssigkeit: 20 Proz. Rohrzucker, 50 m. 


Z Im Is I» Ts] 


Analysenwerte. 
Pilzdeckengewicht . . . g || 1,161 | 1,113 | 1,181 | 1,132 | 1,003 | 0,927 
Acidität . ...... cem || 81,62 | 112,9 | 139,3 | 154 | 204,7 | 162,5 
d best. .. g — — — — 3,557 | 3,124 
Ca-Gluconat ber (Ac) Si 1,52 | 212 | 264 | 288 39 | 2,92 
Zucker ... 2.2... — 8,16 | 6,36 | 5,65 5,4 5,3 
1 


Zuckerverbrauch . . . . g| — 84 | 364 | 435 | 46 | 47 
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Ergebnisse der Versucherethe 5. 


l. Unter den eingehaltenen Bedingungen vermag der verwendete 
Stamm von Aspergillus niger fast nur Gluconsäure zu erzeugen. Die Bildung 
von Citronensäure bleibt zweifelhaft und findet höchstens in Spuren statt; 
Oxalsäure war nicht nachweisbar. 

2. Das Maximum der Säuremenge wird erst um den 36. Tag herum 
erreicht, dann tritt ein allmählicher Abfall ein, während der Zuckergehalt 
fast konstant bleibt; es wird also die Gluconsäure nun durch den Pilz ver- 
zehrt, nicht aber der noch reichlich vorhandene Zucker. 


In Versuchsreihe 6 wurde der Einfluß der Zuckerkonzentration auf die 
Säurebildung bzw. Anhäufung festgestellt (Tabelle III). 


Tabelle III. 





Erste Kulturflüssigkeit wie in Versuchsreihe 5. 


Zweite Kulturflüssigkeit 








Analysenwerte. 
Pilzdeckengewicht ...... g || 0,705 0,797 1,160 1,113 
Acidität . .. 2. 22020. ccm || 686,17 111,3 81,62 112,9 
Ca-Gluconat, ber. (Ac) ....8 1,2 2,04 1,52 2,12 
Zucker . 5... Ware ei g 4,05 32 ` — 8,16 
Zuckerverbrauch . ...... g || 0,86 18 | — 1,84 


Die Zuckerkonzentration hat demnach auf die Säurebildung durch 
den Pilz in saurer Kulturflüssigkeit keinen erheblichen Einfluß. 


2. Säurebildung in alkalischem Medium. 


a) Verhalten der Pilzdecken gegenüber Rohrzucker- 
lösungen mit verschiedenem CaO-Gehalt. 


Versuchsreihe 7. Erste Kulturflüssigkeit aus der Tabelle ersichtlich. 
Die zweite Kulturflüssigkeit bestand hier aus 10proz. Rohrzuckerlösung, 
die verschiedene Mengen von CaO gelöst enthielt. Der CaO-Gehalt wurde 
so gewählt, daß das Ca-Saccharat etwa !/,, %, 1 (einbasisches) und 1%, Teile 
(1\,basisches Ca-Saccharat) des vorhandenen Zuckers ausmachte. Die 
Herstellung der Lösungen erfolgte nach dem Verfahren von Lippmann (5) 
zur Herstellung von Ca-Saccharaten. Kulturdauer je nach dem vermuteten 
Fortschritt der Säurebildung. Zur dauernden Kontrolle der Reaktion der 
Kulturflüssigkeit wurde jeder Kolben mit einem Streifen Lackmuspapier 
versehen, und zwar in der Weise, daß derselbe in die Flüssigkeit reichte 
und oberhalb der Pilzdecke an der Gefäßwand festhaftete.e Bei dieser 
Anordnung läßt sich der Verlauf der Neutralisation sehr gut verfolgen, 
und dies bildete die Grundlage für die Wahl der Kulturdauer bei den 
einzelnen Versuchen. 
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Erste Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. (N H4) Kin 0,1 Proz. KHa PO., 0,05 Proz. 
MgSO,. 0,01 Proz. CaCl}. Flüssigkeitsmenge: 50 ccm. Kol : 300 ccm. a 350, 
Entwicklungsdauer: 7 Tage. 


Zweite Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 50 ccm. Temperatur: ES 











GO ra g 0,25 Ze 0,4 | 0,8 12 
Versuchsdauer Tage EEJ E oOo? il: 2 in 4 | -12 4 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht | 

und Ca-Oxalat . g |s.Vers.54| 2,576 ' s. Vers.65| 1,736 || 1,965/2,795 || 1,427| 2,429 
Acidität . . . . cem || 14,77 184,9 | 16,88 173,1 0 213 || alkal. 13,7 
Ca-Oxalat in der | 

Flüssigkeit . . . g d 0,246 6 d 0 10,292|| 4 !0,066 


Ca-Gluconat, best. g | 1,393 2,862 0,952 | 3,562 || 0,83813, GI gd |3,788 
Ausbeute an Ca- 

Gluconat, ber. auf 

Zucker . . . Proz. 27 57 | 19 71 16 | 67 0 76 


Ergebnisse der Versuchsreihe 7. 


1. Die Pilzdecken ertragen sehr erhebliche Alkalimengen ohne dauernde 
Schädigung; dabei vermögen sie Ca-Saccharat als solches nur schwer 
anzugreifen, sobald der gesamte Zucker an CaO gebunden ist (s. Versuch 33 
und 35). Die Invertase vermag demnach auf Ca-Saccharet nur schwer ein- 
zuwirken!)., In den Versuchen, die neben Ca-Saccharat auch freien 
Rohrzucker enthalten, vermag der Pilz aus diesem rasch Gluconsäure zu 
bilden, durch die das vorhandene Ca-Saccharat zerlegt wird. 

2. Die Neutralisation verlief in folgender Weise: In den Versuchen 29 
und 30 war bereits wenige Stunden nach der Beschickung des Kolbens 
mit der zweiten Kulturflüssigkeit eine weiße Trübung entstanden, nach 
24 Stunden befand sich ein weißer Niederschlag in der Flüssigkeit, der sich 
als CaCO, erwies. Am zweiten Tage war das Lackmuspapier in der Höhe 
des Mycels bereits rot, am dritten Tage fast gänzlich rot und der Nieder- 
schlag verschwunden. In analoger Weise verlief die Neutralisation in den 
anderen Versuchen nur in entsprechend längerer Zeit und mit stärkerer 
Abscheidung von CaCO,. Bei den Versuchen 33 und 34 z. B. begann die 
CaCO,-Abscheidung erst am sechsten Tage. 

3. Unter den eingehaltenen Bedingungen vermag der Pilz reichliche 
Mengen von Gluconsäure zunächst als Ca-Salz und später in freiem Zustande 
anzuhäufen; z. B. 71 Proz. des verwendeten Zuckers bei Versuch 32. 

4. Im Verlaufe der Kulturen entstehen reichliche Mengen von Ca- 
Oxalat, das sich an und in den Pilzdecken abscheidet; diese zeigen daher 
einen starken Anstieg ihres Gewichts, da von einer Extraktion abgesehen 
wurde. 

6. Die Bildung von Citronensäure fehlt in allen Kulturen gänzlich. 


1) Nach Neuberg wirkt Invertase auch in alkalischer Lösung. Dies 
kann durch die beschriebenen Versuche bestätigt werden; keine oder nur 
sehr geringe Wirkung findet erst statt, sobald der vorhandene Zucker 
gänzlich als Ca-Saccharat vorliegt. Dieses Ergebnis wird weiter verfolgt. 
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b) Der zeitliche Verlauf der Säurebildung aus Rohrzucker 
bei Gegenwart geringer CaO-Mengen. 


In Versuchsreihe 8 wurde die Säurebildung nach verschiedenen Zeiten 
festgestellt, und zwar bei 30°, im übrigen unter analogen Bedingungen 
wie zuvor (Tabelle V, Kurvenabbildung). 


Tabelle V. 














Versuchsnummer . . . . » 





Erste Kulturflüssigkeit wie in Versuchsreihe 7. 











Zweite m T Proz. "ez ne CaO. s iia 300. 




















Versuchsdauer . -T age ` 5 | 7 | 9 | EC lm 49 
J 
Pilzd.u.Ca-Oxalat g || 1,002 | 0,822 | 1,103 | 1,187 | 1,584 | 1,654 | 1,886 ' 1,573 
Acidität . . . cem ` 5,7 63,3 91 ‚78 | 100,2 | 132,5 | 109,5 | 109,5 | 102,8 
CaO in d. Flüssigk. g || 0,238 | 0, 232 | 0, 234 0,180 | 0,135 | 0,128 | 0,116 | Spuren 
2'805 2,505 


Ca-Gluconat, best. gu 1'350 | 2956! 281 |3008 | 3.255 
„ ber. (Acu.CaO) g | 19 | 3,07 | 3,6 3 ‚8 | 3,78 
Zucker vor Invers. g || 1,96 | 2,88 | 23 | 2 04 1,82 


„neh , g| 4,48 | 2,96 93 | | 


2,763! — 
3,17 | 3,08 | 2,70 
1,24 DS 0,196 








1,380 | 2,696| 2,92 | 2,952 JE 
| 





4.34 GR 
Zuckerverbrauch . g | 0,52 | 204 | 2,7 | 296 | 3,18 | 3,76 | 4,742 | 4,804 
Ausbeute an Ca-Glu- 
conat . . . Proz. , 38 60 | 72 75 63 54 
5 
\ — Pilzdecke Co Got 
\ —— Ca 6luconot 


— —— Zucker 





lage 3579 73 21 35 49 
Abb. 1. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 8. 


Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Versuchsreihe 5 zeigt sofort 
den bedeutenden Einfluß der Gegenwart von Basen. Während hier das 
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Maximum der Säurebildung bereits am 13. Tage erreicht ist, hatte dies 
bei Versuchsreihe 5 bis zum 36. Tage, also dreimal solange gedauert. Die 
schließlich erreichten Säuremengen sind ungefähr gleich, jedoch nicht gut 
miteinander vergleichbar, da verschiedene Zuckerkonzentrationen zur An- 
wendung kamen. Zweifellos hat die ursprüngliche Gegenwart von Alkali 
insofern einen Einfluß, als die Säurebildung dadurch erheblich beschleunigt 
wird und auch nach der Neutralisation mit gleicher Intensität weiter geht, 
wie aus der Betrachtung der Kurvenabbildung mit größter Deutlichkeit 
hervorgeht; der Kurventeil für Ca-Gluconat zwischen dem dritten und 
fünften Tage, also bereits nach erfolgter Neutralisation verläuft in der 
gleichen Richtung weiter wie bis zum dritten Tage. 


c) Der Einfluß der Zuckerkonzentration auf die Säurebildung. 


In Versuchsreihe 9 kamen Zuckerkonzentrationen von 10, 15, 20 und 
40 Proz. bei Gegenwart entsprechender CaO-Mengen zum Vergleich. 

Hier wurden die Pilzdecken bereits am dritten Tage der Entwicklung 
auf die zweite Kulturflüssigkeit übertragen. In Versuch 46 wurden weiterhin 
am zweiten und fünften Tage noch je 0,3g CaO zugesetzt, in Versuch 50 
noch 0,6g am vierten Tage. 


Tabelle VI. 





Ersts Versuchsflüssigkeit wie in Versuchsreihe 7. 


Zweite Kulturfl üssigkeit 























Analysenwerte. 


1,721 | 2,409 || 2,143 | 1,938 || 1.417 | 0,986 
942 | Ø 159,5 | 174 || 247 | 15,85 
0,037 | 0,488 || 0,107 | 0,332 | 17 | — 
2,316 | 3,398 || 3,749 | 5,511 || 13,278] 14,124 


Pilzdecke u. Ca-Oxalat . g 
Acidität . ...... ccm 
CaO in der Flüssigkeit . g 
Ca-Gluconat, best. .. . g 


„ & (als freie Säure 
F (Ac)... g 
D 









1,87 | 0 3,2 | 3,46 








5 als Ca- Salz 
&\ (CaO) ..g || 0,23 2,65 
Summe || 2,10 
Zucker ........ g 1,6 
Zuckerverbrauch ...g 3,4 
Ausbeute an 
Ca-Gluconat . . . Proz. 42 


Ergebnisse der Versuchsreihe 9. 


1. Bei gleichem Verhältnis von Zucker und CaO-Gehalt erfolgt die 
Bildung der Gluconsäure auch bei verschiedenen Konzentrationen überall 
ziemlich gleichmäßig in gleicher Proportion. Die hier allgemein etwas 
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geringere Ausbeute an Gluconsäure ist wohl auf die etwas abgeänderten 
Versuchsbedingungen zurückzuführen und hängt mit dem höheren Mycel- 
gewicht zusammen, wie in einer späteren Mitteilung gezeigt werden wird. 

2. Bei sehr hohen Zuckerkonzentrationen ist die Bildung von Oxal- 
säure fast völlig unterbunden. 

3. Bei weiterem Zusatz von CaO zur Kulturflüssigkeit (s. Versuch 46) 
findet rascherer Zuckerverbrauch und raschere Gluconsäurebildung statt, 
doch ist hierbei bei niedriger Zuckerkonzentration auch die Oxalsäure- 
bildung erhöht. 


d) Das Verhalten der Pilzdecken bei wiederholter „Übertragung“ 
auf Rohrzuckerlösungen mit CaO. 


Versuchsreihe 10 (Tabelle VII). 
Tabelle VII. 
55b 
Erste Kulturflüssigkeit wie in | Zweite Kulturflüssigkeit Dritte Kulturflüssigkeit E ee 
Versuchareihe 7. 10 Proz. Rohrzucker, 03g CaO. EE 30°. 


Versuchsnummer . .. . 2... | 51a’) 52b | 53a | 54b 


























Versuchsdauer. .. . . . Tage 9 | 9 ! 3 | 7 t T 
Analysenwerte. 
Pilzdecke u.Ca-Oxalat g | — — | 1,062 — | 148 
Acidität .. ... cem | 81,24 91,39 | 4,94 610 | 72,07 
CaO in der Flüssigk., g | 0,202 0,176 | 0,302 0,274! 0,287 
Ca-Glucona t, best `, g | Be = | 2,418 — i 3,815 
| d | | 
„ ber. (Acu.CaO) g 3,2 Al | 24 : 33 1 37 
Ausbeute an Ca-Gluco- ` | Ä | 
nei... . Proz. | 64 6e | 48 oe | 74 


D Die Buchstaben hier sollen andeuten, daß die Versuche 51 und 53 sowie die Versuche 52, 
54 und 55 jeweils zusammengehören, d. h. mit der gleichen Pilzdecke ausgeführt wurden. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 10. 


1. Durch die wiederholte ‚Übertragung‘ der Pilzdecken auf Lösungen 
von Rohrzucker und CaO wird das Säurebildungsvermögen des Pilzes in 
keiner Weise geschwächt, sondern es läßt sich im Gegenteil anscheinend 
eine erhöhte Fähigkeit zur Anhäufung der Gluconsäure feststellen (wobei 
allerdings auch berücksichtigt werden muß, daß die vorhandene Gluconsäure 
bei Auswechslung der Kulturflüssigkeit nicht vollständig ausgewaschen 
wird). Der CaO-Gehalt fällt langsamer ab, daraus kann man schließen, 
daß der Pilz bei wiederholter Verwendung weniger Oxalsäure bildet. 


e) Das Verhalten der Pilzdecken gegenüber Rohr- 
zuckerlösungen mit Natriumbicarbonat. 


In Versuchsreihe 11 wurde das Säurebildungsvermögen der Pilzdecken 
in Rohrzuckerlösungen mit 2 Proz. NaHCO, bei 25 bzw. 30° untersucht; 
vergleichsweise wurde ein Versuch ohne und einer mit 4Proz. NaHCO, 
durchgeführt (Tabelle VIII). 
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Tabelle VIII. 


Versuchsnummer ..... | Sp 5 | 5 | 9% | oja e 63 

















Analysenwerte. 


|| s.Vers.66 | 0,774 | 0,754 || 1,036| 0,899 |0,821 || s.Vers.67 | 0,704 
6,33 | 33,23 | 112,9 | 34,8 | 95,56 | 74,9 | 218,4 | 66,17 


Pilzdeckengewicht g 
Acidität . . . ccm 
Ca-Oxalat . . . . g | 0,223 0,128 0,389 ||0,104|0,291 (0,323 || 1,787 | e 
Ca-Gluconat, best. g | 1,429 |2042 | 3.005 || 2389/2941 2,468 | —*) |1,1053 
„ ber.(Acu.B)g | 1,84 | 265 | 33 | 28 3461295 | 3,11 | 12 








Zucker vor Invers. g | 1,4 26 | 2,18 | 2,98 | 2,52 | 1,9 2,15 | 4,05 
nach „ g| 45? | — | — |312| — | — | = 
Zuckerverbrauch e | 05? | 24 | 282 | 188 248|31 | 285 | 08 


Ausbeute an 
Ca-Gluconat Proz. 37 53 66 56 | 69 | 59 62 24 


*) Die Abscheidung des gluconsauren Ca gelang hier nicht, da auf Zusatz von Alkohol zu 
der Lösung trotz Gegenwart genügender Caslonen nur das Na-Gluconat als ölartiger Körper ausfiel 
und nicht zum Kristallisieren gebracht werden konnte. 





Ergebnisse der Versuchsreihe 11. 


l. Die Neutralisation des zugesetzten NaHCO, geht noch rascher 
vor sich als die einer äquivalenten Menge CaO. 

2. Die Säurebildung ist bei Gegenwart von NaHCO, bedeutend 
erhöht, wie ein Vergleich der Versuche 57 und 63 zeigt; während im ersten 
Falle der zugesetzte Zucker zu 53 Proz. in Gluconsäure (als Ca-Salz in 
Rechnung gestellt) verwandelt ist, beträgt im zweiten Falle die angehäufte 
Säuremenge nur 24 Proz. des Zuckers; analog verhält sich der Zucker- 
verbrauch: 48 zu 19 Proz. Die jeweilige Reaktion der Kulturflüssigkeit 
wurde hier wie früher durch Einfügen eines Streifens Lackmuspapier kon- 
trolliert. Die Lösungen waren zur Sterilisation kurze Zeit heißem Dampf 
ausgesetzt und reagierten daher anfangs alkalisch, da Na,CO, gebildet 
worden war. 

3. Die Erscheinung, daß bei Gegenwart von Na-Ionen Oxalsäure 
auftritt, zeigt sich besonders deutlich bei hoher Konzentration von NaHCO; 
(4 Proz.) und ist wohl auf die leichte Weiterverarbeitung der Na-Salze, in 
diesem Falle des Na-Gluconats, durch den Pilz zurückzuführen. 

4. Bei 30° geht die Säurebildung noch intensiver vor sich als bei 25°; 
bereits am dritten Tage beträgt die Ausbeute an Gluconsäure 56 Proz. des 
verwendeten Zuckers. 


f) Das Verhalten der Pilzdecken bei „Übertragung“ 

auf Zuckerlösungen mit CaO oder NaHCO, (zweite 

Kulturflüssigkeit) und dann auf reine Zucker- 
lösungen. 


In Versuchsreihe 12 wurden die Pilzdecken von den Versuchen 29, 31, 
56, 62 auf reine Rohrzuckerlösung gebracht (Tabelle IX). 
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Tabelle IX. 
Versuchsnummer ..... 64 65 66 67 
Pilzdecke von Versuch . . 29 31 56 62 
3 Tage auf 7 Tage auf 2 Tage auf 8 Tage auf 
Vorbehandlung d Pilzdecke || 10 Proz. Rohr» | 10 Proz. Rohrs | 10 Proz. Rohrs | 10 Proz. Rohr» 
in zweiter Kulturflüssigkeit zucker mit zucker mit zucker mit zucker mit 
025g CaO 0,4g CaO |2 Proz. NHCO;|4 Proz. NaHCO, 





Dritte Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker. Temperatur : 250. 


r T 6 | » | o E 


Analysenwerte, 
Pilzdeckengewicht g 1,458 1,704 0,867 0,966 
(mit Ca-Oxalat) | (mit Ca,Oxalat) 
Aciditätt . .. ccm 90,73 88,84 159,3 184,6 
Ca-Oxalat. ... . g 0,394 0,230 0,888 1,201 
Ca-Gluconet, best. . g 0,324 0,581 0,121 0 
„ ber.(Ac) .g 0,58 1,04 0,39 0 


Ergebnisse der Versuchsreihe 12. 


l. Infolge des Verweilens der Pilzdecken auf alkalischer Rohrzucker- 
lösung wird die Richtung der Säurebildung stark verändert; die so vor- 
behandelten Pilzdecken bilden nun vornehmlich Oxalsäure, während 
normale Pilzdecken fast überhaupt keine Oxalsäure bei reichlicher Gegen- 
wart von Zucker bilden. 


2. Diese Erscheinung findet sich ganz besonders deutlich, wenn sich 
die Pilzdecke zuvor auf Rohrzucker und ziemlich viel NaHCO, (4 Proz.) 
längere Zeit (8 Tage) befand; in diesem Falle bildete die Pilzdecke keine 
Spur von Gluconsäure mehr. Ich will vorläufig keinen Versuch machen, 
dieses merkwürdige Verhalten zu deuten, hoffe aber, in anderem Zusammen- 
hange (Einfluß von Gift- und Reizstoffen auf den Stoffwechsel des Pilzes) 
in einer späteren Mitteilung darauf eingehen zu können. 


C. Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


1. Für die vorliegenden Untersuchungen wurde ein ‚„Gluconsäure- 
bildner‘‘ verwendet, der höchstens Spuren von Citronensäure zu bilden 
vermag. 

2. Die Anwendung der ‚Methodik der fertigen Pilzdecken‘“ er- 
möglicht es, das Verhalten des Pilzes bei alkalischer Reaktion der 
Kulturflüssigkeit zu untersuchen, also unter Bedingungen, die be- 
kanntlich kein oder nur sehr stark gehemmtes Wachstum gestatten. 
Es konnte festgestellt werden, daß noch recht erhebliche Mengen von 
Alkali von dem verwendeten Pilz gut vertragen werden; das vorhandene 
Alkali wird durch Bildung von Gluconsäure rasch neutralisiert. Bei 
diesem Verfahren ist eine wiederholte Weiterverwendung der Pilzdecken 
ohne merkliche Abschwächung des Säurebildungsvermögens durch- 
führbar, wenn weiterhin in dritter und vierter Kulturflüssigkeit Ca O 
zugesetzt wird. 
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3. Unter günstigen Bedingungen kann mit einer 70- bis 80 proz. 
Ausbeute an Ca-Gluconat (berechnet auf Zucker) in 5 bis 7 Tagen 
gerechnet werden, und zwar nicht nur bei Verwendung von 10proz., 
sondern auch von 40proz. Rohrzuckerlösung. Bezogen auf die ver- 
brauchte Zuckermenge entspricht dies zumeist einer fast theoretischen 
Ausbeute. 

4. Die ursprüngliche Gegenwart von Alkali übt zweifellos eine 
Reizwirkung aus, indem die Säurebildung dadurch in ihrer Intensität 
bedeutend beschleunigt wird und auch nach der Neutralisation an- 
nähernd in gleichem Maße weiter anhält. 

5. Durch Verweilen der Pilzdecken auf Zuckerlösung mit freiem 
oder potenziellem Alkali (insbesondere bei Gegenwart von NaHCO,) 
erfährt die Richtung der Säurebildung eine Änderung, und zwar so, 
daß bei nachträglicher ‚‚Übertragung“ der Pilzdecken auf reine Zucker- 
lösung vornehmlich und in bestimmten Fällen ausschließlich Oxalsäure 
entsteht. 
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I. Theoretischer Teil. 
A. Erörterung der Bedingungen für die Citronensäurebildung. 


Die wesentlichsten allgemeinen Fragen betreffend die Säurebildung 
durch Aspergillus niger habe ich bereits in meiner ersten Mitteilung (1) 
kurz besprochen. Was nun im besonderen die Bedingungen der Citronen- 
säurebildung durch Aspergillus niger anbelangt, so möchte ich hier 
zunächst auf diese kurz zu sprechen kommen, soweit sie aus der vor- 
liegenden Literatur ersichtlich sind. Diese Angaben beziehen sich auf 
die Säurebildung in erster Kulturflüssigkeit. Diesbezüglich stehen 
einander vornehmlich zwei Anschauungen gegenüber. 

1. Nach der einen Ansicht stellt die Citronensäurebildung einen 
anomalen Prozeß im Stoffwechsel des Pilzes dar und tritt unter ungünstigen 
Ernährungsbedingungen in Erscheinung. Maze und Perrier (1904) (2) 
stellten fest, daß in N-armer Nährlösung reichliche Citronensäureanhäufung 
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stattfindet. Molkiard (3) konnte zeigen, daß bei Gegenwart relativ hoher 
N-Mengen, aber ganz geringer sonstiger Salzmengen vornehmlich Citronen- 
säure gebildet wird, dagegen bei N-Mangel vorwiegend Gluconsäure auftritt; 
trotzdem entstehen aber in diesem Falie absolut größere Mengen von 
Citronensäure. Diese. Ergebnisse wurden aus Versuchen mit saurer Kultur- 
flüssigkeit gewonnen. 

2. In scheinbarem Gegensatz zu diesen Anschauungen konnte Butke- 
witsch (1922) (4) nachweisen, daß ‚‚sich die Citronensäure nicht nur bei den 
anormalen Entwicklungsbedingungen des Pilzes, welche Mazé und Perrier 
als die günstigsten für ihre Anhäufung angibt, bildet, sondern auch bei den 
normalen, beim Überschuß aller notwendigen Nährstoffe“ (l. c., 8. 340). 
Diese Ergebnisse beziehen sich auf Versuche, die bei Gegenwart von CaCO, 
durchgeführt wurden, und darin hat auch der scheinbare Gegensatz zu der 
ersterwähnten Anschauung seinen Grund, da die Säurebildung verschieden 
verläuft, je nachdem, ob die Versuche in saurer Kulturflüssigkeit oder bei 
Gegenwart von CaCO, durchgeführt werden. Aus Butkewitschs Ergebnissen 
scheint demnach hervorzugehen, daß die Bildung der Citronensäure durch 
die Pilze keinen anormalen Vorgang, hervorgerufen durch ungünstige 
Ernährungsbedingungen, darstellt, sondern als normale Funktion der 
Pilze anzusehen ist, demnach die Bildung der Citronensäure nicht durch 
N-Mangel bedingt ist. 

Im allgemeinen werden vornehmlich folgende Umstände auf die 
Bildung bzw. Anhäufung der Citronensäure von Einfluß sein: 

a) die Qualität des verwendeten Pilzstammes, 

b) die Zusammensetzung der Nährlösung, und zwar 

L Charakter und Konzentration der C-Quelle, 
2. der N-Quelle, 
3. der Nährsalze; 

c) die Reaktion der Nährlösung, 

d) die Temperatur, 

e) der Sauerstoffgehalt im Versuchsgefäß. 


a) Die Qualität des Pilzstiammes. Wie schon aus den Ergebnissen der 
vorigen Mitteilung hervorgeht, ist der jeweils verwendete Pilzstamm von 
größter Bedeutung für die Säurebildung. In meinen bisherigen Mitteilungen 
über dieses Thema (5) verwendete ich vornehmlich einen Stamm von 
Aspergillus niger, der keine Fähigkeit zur Bildung von Citronensäure hatte. 
In der vorliegenden Mitteilung wurde ein Pilz untersucht, der Glucon- und 
Citronensäure zu bilden vermag. Die Verschiedenartigkeit des verwendeten 
Pilzmaterials scheint auch ein Grund dafür zu sein, daß die Ergebnisse 
der einzelnen Autoren einander vielfach widersprechen und nicht miteinander 
vergleichbar sind. Welche Bedeutung die jeweils verwendete Pilzkultur 
hat, geht auch aus folgendem hervor: Buchner und Wüstenfeld (1912) (6) 
teilen mit, daß es ihnen gelungen ist, durch einmaliges Umzüchten einer 
alten Kultur von Cytromyoes pfefferianus auf N-armer, 20 Proz. Citronen- 
säure enthaltender Nährlösung die Fähigkeit des Pilzes zur Citronensäure- 
bildung auf ein Vielfaches zu steigern. Daß gerade in der Wahl des Pilz- 
stammes einer der wichtigsten Faktoren des Säurebildungsproblems zu 
suchen ist, ergibt sich auch aus dem Ergebnis Wehmers (1925) (7), daß nur 
ein bestimmter Aspergillus niger Citronensäure aus Gluconsäure bildete, 
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während eine Anzahl anderer Stämme diese Befähigung nicht hatte. Ich 
möchte daher noch vorausschicken, daß die hier mitzuteilenden Ergebnisse 
zunächst nur auf den verwendeten Stamm Bezug haben; wieweit eine 
Verallgemeinerung möglich ist, muß durch Untersuchung weiterer Pilz- 
stämme festgestellt werden. 

Ich verwendete für die folgenden Untersuchungen einen nicht weiter 
vorbehandelten Pilz, der aus einer Collection de l’Inst. Pasteur in Paris 
stammt, und den mir Herr Dr. Korinek in liebenswürdiger Weise zur Ver- 
fügung stellte, wofür ich auch hier meinen Dank ausspreche. D'e Über- 
impfung der Sporen auf die Kulturflüssigkeiten geschah wie früher wieder 
von Kulturen des Pilzes auf feuchter Brot-Torfmischung. 

In einer späteren Mitteilung komme ich auf die Frage der Verschieden- 
heit der Pilzstämme, sowie auf die Frage der Umzüchtbarkeit eingehender 
zurück. 

b) Die Zusammensetzung der Nährlösung. 1. Der Charakter der 
Kohlenstoffquelle ist, wie Butkewitsch (1923) (8) zeigen konnte, von ausschlag- 
gebender Bedeutung für die Citronensäurebildung. Er kam zu dem Ergebnis, 
daß die Bildung der Citronensäure nur aus ganz bestimmten organischen 
Stoffen erfolgen kann, wobei die Hexosen und ihnen nahestehende Substanzen 
besonders geeignet sind. Herzog und Polotzky (1909) (9) untersuchten die 
Citronensäurebildung aus verschiedenem organischen Material durch 
Citromyces. Über die Frage nach der Verarbeitung verschiedenen organischen 
Materials werde ich alsbald weitere Mitteilungen machen. 

2. Die Stickstoffquelle ist nach den Literaturangaben cobenfalls von 
Bedeutung für die Säurebildung, und zwar: 

a) Die Bedeutung der N-Quelle in qualitativer Hinsicht. Buchner und 
Wüstenfeld (6) kamen zu dem Schluß, daß anorganische N- Quellen minder- 
wertig seien, da hierbei die frei werdende Mineralsäure die Säurebildung 
durch den Pilz hemmt, worauf auch andere Autoren hingewiesen haben; 
dies kommt jedoch nur dann in Frage, wenn bei Abwesenheit von Basen 
gearbeitet wird. 

ß) Die Bedeutung der N-Quelle in quantiativer Hinsicht. Buchner 
und Wüstenfeld konnten zeigen, daß bei N-Reichtum reichliche Mycel- 
entwicklung stattfindet, doch verhältnismäßig geringe Citronensäurebildung, 
bei N-Armut umgekehrt; diese Ergebnisse wurden allerdings nur bei Ab- 
wesenheit von Basen gewonnen. Dies ist die Ansicht aller älteren Autoren. 
Im Gegensatz hierzu konnte Butkewilsch (4) zeigen, daß reichliche Citronen- 
säureanhäufung erzielt werden kann, auch bei Überschuß aller Nährsalze, 
aber Gegenwart von CaCO,. 

3. Die N-Jreien Nährsalze. Die Frage, ob diese einen Einfluß auf die 
Säurebildung haben, wurde noch nicht eingehender untersucht. Molliard 
kam, wie schon erwähnt, zu dem Ergebnis, daß der Pilz in saurer Kultur- 
flüssigkeit bei relativ reichlicher N-Gabe, aber Mangel an sonstigen Nähr- 
salzen vornehmlich Citronen- und Oxalsäure bildet. 

c) Die Reaktion der Kulturflüssigkeit ist nach Butkewisch (1924) (10) 
für die Richtung der Säurebildung von größter Bedeutung. Er kam zu der 
Ansicht, daß bei schwach saurer oder neutraler Reaktion der Kulturflüssig- 
keit vornehmlich Gluconsäure gebildet wird, bei stärker saurer Reaktion, 
also nach der Ansäuerung der Flüssigkeit durch Gluconsäurebildung vor- 
nehmlich Citronensäure. In Kulturen mit CaCO, entsteht auch Citronen- 
säure, da die oberen Schichten der Flüssigkeit sauer werden, wenn keine 
Maßnahmen zur Durchmischung der Flüssigkeit getroffen werden. 
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d) Der Einfluß der Temperatur auf die Säurebildung im allgemeinen 
wurde schon in der ersten Mitteilung erörtert. Hinsichtlich der Citronen- 
säurebildung ist dieser Einfluß noch nicht endgültig festgestellt. 

e) Der Einfluß der Sauerstoffmenge im Versuchsgefäß bedürfte einer 
eingehenderen Untersuchung; auf die Möglichkeit dieses Einflusses habe 
ich schon früher hingewiesen. 


Wie sich aus diesem kurzen Überblick ergibt, haben wir die Be- 
dingungen der Citronensäurebildung noch durchaus nicht in der Hand, 
wie auch aus einer neueren Arbeit Wehmers (1924) (11) hervorgeht, in 
der er vom ‚„regellosen Schwanken des Citronensäureauftretens in 
Zuckerkulturen‘“ spricht. Für die Bildung bzw. Anhäufung der Citronen- 
säure sind so viele Bedingungen maßgebend, daß nur eine systematische 
Untersuchung der Frage unter einheitlichem Gesichtspunkt und mit 
Berücksichtigung aller in Frage kommenden Faktoren eine Klärung des 
Problems ermöglichen konnte. 


B. Zum Vorgang der Citronensäurebildung. 
Ich möchte noch kurz auf die Vorstellungen über den Chemismus 
der Citronensäurebildung zu sprechen kommen. 


In diesem Zusammenhange sei zunächst die Hypothese von Mazé 
und Perrier (1904) (2) erwähnt. Nach diesen Autoren ist die Entstehung 
der Citronensäure in den Pilzkulturen so zu erklären, daß der Zucker durch 
den Pilz in CO, und Alkohol verwandelt und dieser im Plasma verarbeitet 
werde. Im Zusammenhang mit dem Zerfall alter Zellen, also während eines 
autolytischen Verdauungsvorganges, entsteht nun aus dem Pilzmycel die 
Citronensäure. Diese Hypothese stellt anscheinend einen Versuch dar, die 
Schwierigkeiten zu umgehen, die sich für die Erklärung einer direkten 
Umwandlung des Zuckers in Citronensäure im Stoffwechsel der Pilze wegen 
des verschiedenen Kohlenstoffskeletts der beiden Substanzen darbieten. 
Ferner ist das Zustandekommen dieser Hypothese verständlich, wenn man 
bedenkt, daß die französischen Forscher der Meinung waren, daß die von 
ihnen eingehaltenen anormalen Bedingungen für die Citronensäurebildung 
günstig seien. 

Der Versuch von Buchner und Wüstenfeld (6), diese Hypothese experi- 
mentell zu stützen, hatte keinen Erfolg. Weiterhin konnte der Befund von 
Mazé und Perrier (2), daß Citromyces aus Alkohol Citronensäure zu bilden 
vermag, von Herzog und Polotzky (9) nicht bestätigt werden. Schließlich 
zeigte Butkewitsch (8), daß für die Citronensäurebildung die verwendete 
Kohlenstoffnahrung von entscheidender Bedeutung ist. Falls die Annahme 
von Mazé und Perrier richtig wäre, so müßte der Pilz aus recht verschiedenem 
organischen Material Citronensäure zu bilden vermögen; dies ist jedoch 
nicht der Fall. Die Ansicht von Mazé und Perrier über den Vorgang der 
Citronensäurebildung muß daher verlassen werden. 

In diesem Zusammenhang sei noch die Ansicht von Kostytschew 
(1924) (12) erwähnt, derzufolge die Citronensäure ‚aus Aminosäuren oder 
Zwischenprodukten der Eiweißsynthese‘ entstehen soll, also einen Vorgang 
darstellt, der mehr Ähnlichkeit mit der ‚Eiweißatmung‘ als mit der ‚Zucker- 
atmung‘ hat“ (l. e., S. 140). Diese Ansicht scheint gleichfalls recht zweifel- 
haft zu sein, da der Pilz aus Pepton keine Citronensäure zu bilden vermag, wie 
aus den Untersuchungen Butkewitschs hervorgeht. 
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Schon Buchner und Wüstenfeld kommen zu dem Schluß, daß man an 
der Vorstellung, die Citronensäure stamme von einem ‚synthetisch‘ aus 
Zucker entstandenen Produkt ab, festhalten müsse. Die Ansicht dieser 
Autoren, daß ein mögliches Zwischenprodukt Parasaccharinsäure oder 
eine dieser nahestehende Substanz sein könnte, erhielt noch keinerlei 
experimentelle Stütze. Die als mögliches Zwischenprodukt auftretende 
„dritte“ Säure (s. Butkewitsch) erwies sich als Gluconsäure.. Bereits 
früher (II. Mitteilung) habe ich darauf hingewiesen, in welchem Zusammen- 
hang diese mit der Citronensäurebildung zu stehen scheint. 


Vorläufig läßt sich nur soviel sagen, daß es sich bei der Citronensäure- 
bildung durch Pilze wahrscheinlich um einen Prozeß handelt, bei dem der 
Zucker (bzw. nahestehende Substanzen) wahrscheinlich über ein hypo- 
thetisches Zwischenprodukt zu Citronensäure, diese zu Oxalsäure und weiter 
zu CO, oxydiert wird ; in diesem Falle wäre die Citronensäure als ein Produkt 
der Zuckeratmung anzusehen, im Gegensatz zu der Anschauung von 
Kostytschew. Daß es sich hierbei jedoch um keinen einfachen Oxydations- 
vorgang handeln kann, geht schon aus einem Vergleich der Kohlenstoff- 
skelette des Zuckers und der Citronensäure hervor. Dies macht eine Er- 
klärung des hierbei stattfindenden Vorganges recht schwierig, ist aber 
zugleich ein Grund, warum die „Citronensäuregärung‘ besondere Auf- 
merksamkeit verdient. 

Buchner und Wüstenfeld betonen, daß es sich bei diesem Prozesse 
um einen Abbau des Zuckermoleküls und nachherige Synthese der Citronen- 
säure handeln müsse; dieser Vorgang ist mit einer Oxydation verknüpft. 
Daß diese Vorstellung den wirklichen Verhältnissen ziemlich nahe zu kommen 
scheint, ergibt sich, wenn man in Betracht zieht, daß die Pilze auch aus 
anderen organischen Nährstoffen wie Glycerin und Pentosen Citronensäure 
zu bilden vermögen. Wieweit die Vorstellung von Butkewüsch (10) über 
den Chemismus der Citronensäurebildung (Gluconsäure —- Glucuronsäure 
—> innere Aldolkondensation —- Aufspaltung und Oxydation des ge- 
bildeten Fünferringes zu Citronensäure) den tateächlichen Verhältnissen 
nahe kommt, bleibt noch dahingestellt. 

An dem Prozesse der Citronensäurebildung sind unzweifelhaft Enzyme 
beteiligt, doch ist es nicht gelungen, Enzympräparate herzustellen, welche 
die Fähigkeit zur Citronensäurebildung hätten. Die diesbezüglichen Versuche 
von Buchner und Wüstenfeld mit totem Pilzmaterial (Acetonpräparate) 
verliefen negativ, was wohl auf die ‚„‚Kompliziertheit des Vorganges‘“‘ zurück. 
zuführen ist, wie die genannten Autoren betonen, oder vielleicht darauf, 
daß zum Teil Synthesen dabei eine Rolle spielen. Buchner und Wüstenfeld 
weisen auch auf die Möglichkeit hin, „daß die Citronensäurebildung durch 
Citromyceten überhaupt nicht auf eine verhältnismäßig einfache Enzym- 
wirkung hinausläuft, sondern wirklich untrennbar mit den Lebensvorgängen 
der Organismen zusammenhängt. 


C. Besprechung des für die Untersuchung eingeschlagenen Weges. 


Bevor der Versuch gemacht werden konnte, einige Anhaltspunkte 
für die Klärung der sich bei der Citronensäurebildung abspielenden 
Prozesse zu gewinnen, war es notwendig, zunächst die Bedingungen 
der Citronensäurebildung endgültig klarzustellen, da die Bedeutung 
der einzelnen in Abschnitt A besprochenen Faktoren noch durchaus 
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nicht unter einheitlichem Gesichtspunkt festgestellt worden sind. Dies 
soll die Aufgabe der vorliegenden Mitteilung sein. 

Zunächst war es notwendig, die Anschauungen von Molliard 
sowie Butkewitsch über die günstigsten Bedingungen der Citronensäure- 
bildung zu überprüfen. Dies soll in Abschnitt A des experimentellen 
Teiles durchgeführt werden. 

Die günstigen Erfahrungen, die mittels der „Methodik der fertigen 
Pilzdecken‘ bei der Untersuchung der Gluconsäurebildung gemacht 
worden waren, veranlaßten dazu, auch die Bedingungen der Citronen- 
säurebildung mittels dieser Methode eingehender zu studieren. Hierbei 
sollte zunächst in saurer Kulturflüssigkeit die Bedeutung der Stickstoff- 
quelle sowie der anderen Nährsalze für die Säurebildung festgestellt 
werden. Sodann war von Wichtigkeit, zu entscheiden, wie die Säure- 
bildung durch schlecht oder gut entwickelte Pilzdecken erfolgt; zur 
Entscheidung dieser Frage mußten die Bedingungen für die Ent- 
wicklung der Pilzdecken variiert werden. Analoge Versuche mit 
weiterer Variation der erwähnten Faktoren sollten dann bei Gegenwart 
von CaCO, durchgeführt und weiterhin der Einfluß der Temperatur 
auf die Säurebildung festgestellt werden. Auch hier wurde aus den 
gleichen Gründen wie früher Rohrzucker verwendet. 


JL Experimenteller Teil. 
A. Die Säurebildung in ursprünglicher Kulturflüssigkeit. 


Versuchsreihe 13 wurde analog den Versuchen von Molliard (3) bei 
relativ reichlicher N-Gabe, aber nur sehr geringen Nährsalzmengen aus- 
geführt (Tabelle I). Tabelle I 


Versuchsnummer ...- | 8 | 9 | ”o | a 2 || 73 | 74 | 75 






Versuchsbedingungen : 10 Proz. Rohrzucker. Flüssigkeitsmenge : 50 ccm. Kolbengröße: 200 ccm. 
Temperatur: 350, 















03 Proz. NHNO}, 0,001 Proz. 
DEEN | KH PO,, 0,0005 Proz. MgSO,. 
0,00005 Proz. FeCl 


ı 0,2 Proz. N H4 N Os, 0,02 Proz. 
| "KH PO, 081 Proz. MgSO,. 
| 0,001 Proz. FeCis 


| 
| 














Analysenwerte 

Pilzdeckengew. . .g| — | 0,170 | 0,236 | 0,329 | — 0,759 | 0,788 | 0,775 
Acidität*) ... cem|| 12,5 | 27,7 | 54,3 | 61,23 | 34,6 | 873 | 97,6 | 156 
Ca-Oxalat . . . .g| 0,054 | 0,086 | 0,101 | og © 10,061 | 0,253 | 0,534 
Ca-Citrat . . . gl Spuren | 0,117 | 0,237 | 0,237 || 0,274 | 0,628 | 0,481 | 0,272 
Ca-Gluconat **), | Ä 

ber. (Ac) ...g | Spuren gd 1,0224 | 6 Spuren Spuren | Spuren ` 0,89 
Zucker. ..... gi — | — [3135| 201 | — | 1,825 ee 0,508 
Zuckerverbrauch .g| — — 1,875 | 299 | — | 3,175 | 3,668 | 4,492 








°) Ausgedrückt in ccm n/10 NaOH. 

*®) Die Berechnung erfolgte hier wie in anderen Versuchsreihen wie in der vorigen Mitteilung ; 
es gelten auch die gleichen Zeichen, und zwar: Ac = aus der Acidität berechnet (nach eventueller 
Subtrektion der entsprechend umgerechneten Werte für Oxal- und Citronensäure). Ca = aus der 
CaOsMenge in der Flüssigkeit. B = aus dem Verbrauch an zugesetzter Base. 
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Versuchsreihe 14 gleichfalls in Analogie zu den Versuchen Molliards 
bei relativ reichlicher N-Gabe, dabei die Menge der Salze auf das 20fache 
erhöht; im übrigen wie Versuchsreihe 13 (s. Tabelle I). 

Versuchsreihe 15 wurde unter normalen Bedingungen, also bei relativ 
reichlicher Gegenwart aller Salze, durchgeführt, im übrigen wie früher. 
(Hinsichtlich Versuch 77 siehe nächste Versuchsreihe, Tabelle II.) 








Tabelle II. 
Versuchsnummäre are w | am | zm » | æ | a 
Versuchsreihe e 15 (ohne CaCO3) 16 (mit Ca CO3, 2 g am 3. Tage) 





Versuchsbedingungen ` 10 Proz. Rohrzucker, 0,2 Proz. NH NO3, 0,1 Proz. KH PO, 0,05 Proz. 
A 0,001 Proz. Fe Cl}. Flüssigkeitsmenge : 50 ccm. Kolbengröße: 200 ccm. Temperatur: 350, 





Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht . .g || 0,787 | 1,806 | 0,867 || 0,925 | 2,135 | 1,192 
Acidität. ... . ccm || 63,9 14,9 57,6 0 | 0 0 
Ca-Oxalat ...... g 0 0 0 6 d 0,2348 
Ca-Citrat . ..... g || 0,4380 | Spuren | Spuren | 0,792 | Spuren | 0,8715 
Ca-Gluconat, best. . .g || — Spuren ' 1,02 || 1,235 | 0,242 | 0,683 

er ber. (Ac) gu 0,224 | Spuren 1,27 | — — — 
Zucker ....... g 2,67 0 — 0,447 0 0 
Zuckerverbrauch . . .g || 2,33 5 — 4,533 5 5 





Versuchsreihe 16 zeigt im Vergleich zu der vorigen Versuchsreihe die 
Säureanhäufung durch den Pilz bei Gegenwart von CaCO, von dem je 2g 
am dritten Tage jeder Kultur zugesetzt wurden (s. Tabelle II). Bei Versuch 80 
war ebenso wie bei Versuch 77 Kondensationswasser aus dem Dampf- 
sterilisator in den Versuchskolben geflossen. Hierdurch gelangte ein Reiz- 
stoff in die Kulturflüssigkeit, der eine bedeutende Förderung des Wachstums 
bedingte, hier auf das Doppelte, in anderen Fällen sogar auf das Dreifache 
des Pilzdeckengewichts!). Diese Beobachtung machte ich mir bei späteren 
Versuchen systematisch zunutze. 


1) Es ist mir unbekannt, daß bisher auf eine derart auffallende Förderung 
des Wachstums wie in diesem Falle hingewiesen wurde. Was hierbei der 
wirksame Faktor ist, bleibt vorläufig unklar; jedenfalls zeigt diese Beob- 
achtung wieder, daß wir noch recht wenig über Wachstumsreizstoffe wissen ; 
so ist es noch völlig unentschieden, in welchem physikalisch-chemischen 
Zustand ein Reizstoff am wirksamsten ist (iondispers, kolloid, an einen or- 
ganischen Komplex gebunden usw.) oder ob, wie vielleicht in diesem Falle 
die gleichzeitige Gegenwart verschiedener Stoffe eine derart intensive 
Reizwirkung auszuüben vermag. Weiterhin ist noch unklar, ob der Reiz- 
stoff in die Pilzdecke aufgenommen wird und ob er hier in iondispersem 
Zustand verbleibt (wo es sich um Reizwirkung durch Metallionen usw. 
handelt) oder ob er an organische Komplexe gebunden wird. Ferner ist 
noch unentschieden, worin die Wirkung der Reizstoffe besteht, also ob 
dadurch eine bessere Ausnutzung der dargebotenen Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle ermöglicht wird, ob ferner die unter dem Einfluß von Reiz- 
stoffen gewachsenen Pilzdecken sich hinsichtlich ihres Stickstoffgehalts usw. 
anders verhalten als gleich schwere, aber ohne Reizstoff, sondern mit ent- 
sprechend größeren Kohlenstoff- und Stickstoffmengen zur Entwicklung 
gebrachte Pilzdecken. Von diesen Gesichtspunkten aus werden im hiesigen 
Institut bereits Untersuchungen vorgenommen. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Versuchsreihen 13 bis 16. 


1. Bei relativ großer Stickstoffgabe, aber sehr geringer Nährsalzmenge 
wird fast ausschließlich Citronensäure und daneben etwas Oxalsäure, aber 
fast keine Gluconsäure gebildet. Dies stimmt mit den Versuchen Molliards 
überein. 

2. Bei relativ großer Stickstoffgabe, aber immer noch ziemlich geringer 
Nährsalzmenge bildet der Pilz gleichfalls fast keine Gluconsäure, da- 
gegen größere Mengen Citronensäure und mit dem Zucker- und Citronen- 
säureverbrauch steigende Mengen von ÖOxalsäure. 


3. Relativ reichliche Gegenwart aller Salze führt zu keiner sehr wesent- 
lichen Erhöhung des Mycelgewichts. In saurer Kulturflüssigkeit wurde 
hier im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen Butkewitsche u. a. zunächst 
Citronensäure (Versuch 76) und erst später Gluconsäure gebildet (Ver- 
such 78). Hierbei findet ein rascher Zuckerverbrauch statt. 


4. Bei Gegenwart von CaCO, findet unter diesen Bedingungen ziemlich 
gleichmäßige Anhäufung von Ca-Gluconat statt und nach Verbrauch des 
Zuckers Bildung von Ca-Oxalat, wohl aus dem Ca-Gluconat, dessen Menge 
nun abnimmt. 


5. Versuch 77 zeigt, daß eine sehr kräftig entwickelte Pilzdecke in 
saurer Kulturflüssigkeit fast keine Säure zu bilden bzw. anzuhäufen vermag; 
und auch die Gegenwart von CaCO, bedingt keine wesentliche Änderung 
dieser Erscheinung. Dies trifft zunächst allerdings nur für Versuche bei 
weiterer Gegenwart von Stickstoff in der Kulturflüssigkeit zu, nicht aber 
bei Auswechslung der Flüssigkeit und Ersatz durch reine Zuckerlösung, 
wie sofort gezeigt werden soll. 


Aus demselben Versuch geht auch hervor, daß bei Gegenwart von 
Reizstoffen bedeutend bessere Ausnutzung des Zuckers für das Mycel- 
wachstum stattfindet; dies bildet eine Bestätigung der von E. @. Prings- 
heim (13) schon früher (1914) ausgesprochenen Ansicht. Andererseits ist 
aber auch die Verarbeitung des Zuckers durch den Pilz unter diesen Be- 
dingungen sehr vollständig; damit erscheint das Ergebnis anderer Autoren 
bestätigt, die fanden, daß ein kräftig entwickelter Pilz wenig oder keine 
Säure bildet. 


B. Säurebildung durch fertige Pilzdecken (in „zweiter“ Kulturflüssigkeit). 


1. Säurebildung in saurem Medium. 


a) Vergleich verschieden gut entwickelter Pilzdecken hin- 
sichtlich der Säurebildung in zweiter Kulturflüssigkeit bei 
Gegenwart von Ammonnitrat. 


In Versuchsreihe 17 wurde das Säurebildungsvermögen einer bei hoher 
Stickstoffmenge zur Entwicklung gebrachten Pilzdecke festgestellt und zum 
Vergleich in 

Versuchsreihe 18 das Verhalten einer bei geringer Stickstoffmenge 
(0,1 Proz.) zur Entwicklung gebrachten. Als zweite Kulturflüssigkeit 
wurde in beiden Fällen eine l0proz. Rohrzuckerlösung verwendet, die 
0,4 Proz. NH,NO, enthielt (Tabelle III, Abb. 1 und 2). 
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Tabelle III. 











Versuchsreihe - . 2 2 2 2 2.. | 17 | 18 


Erste Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. KH,PO,. 0,05 Proz. Mas O,. 0,002 Proz. Fe Ci. 
Flüssigkeitsmenge: 50ccm. Kolbengröße: 200 ccm. Temperatur: 350, Kulturdauer: 6 Tage. 











Analysenwerte. 
Pilzdeckengewicht . . .g | 1,298 | 1,302 | 1,288 | 1,369 || 0,612 | 0,630 | 1,003 
Acidität . ..... ccm || 136,3 | 150,1 | 163,5 | 199,1 || 39,4 | 68,14 | 121,4 
Ca-Citrat ....... g || 1,035 | 1,08 | 0,975 | 0,836 || 0,246 | 0,566 | 0,457 
Ca-Gluconat ber. (Ac) .g o |0,448 | 1,031 | 2,205 || 0,204 | Spuren | 1,48 
Zucker . 2.2.2.2... el 42 | 282 | 243 | 1,31 || 4,55 | 3,33 | 1,59 
Zuckerverbrauch . . . .g || 08 | 2,18 | 2,57 | 3,69 || 0,45 | 1,67 | 3,41 
a \ 
\\ 
N 
N 
N 
N 
N 
\ 
Ca-CGitrat \ 
zl —-— Ca-Gluconat \ / 
——— Zucker \/ 
Pilzdecke \ V 





lage 3 7 72 78 lage 3 7 78 
Abb.1 (zu Versuchsreihe 17). Abb. 2 (zu Versuchsreihe 18). 


Ergebnisse der Versuchsreihen 17 und 18. 


1. Die Abhängigkeit der Säurebildung vom Mycelgewicht, also von 
der Ernährung des Pilzes in der ersten Kulturflüssigkeit, geht sehr deutlich 
aus der Abb. 1 und 2 hervor. 
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2. Bei reichlich ernährter Pilzdecke zeigt sich bereits in den ersten 
Tagen ein gegenüber einer schlechter ernährten Pilzdecke sehr auffallendes 
Ansteigen der Säurebildung. Bei Versuchsreihe 17 ist bereits am dritten 
Tage über dreimal soviel Säure gebildet als in Versuchsreihe 18. 


3. Hinsichtlich des relativen Verhältnisses der Glucon- und Citronen- 
säure zeigen die beiden Versuchsreihen keine Unterschiede. Oxalsäure 
wurde nirgends gebildet. 


4. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Buwskewüsch (10) sowie 
Molliard (3) kann aus beiden Versuchsreihen übereinstimmend geschlossen 
werden, daß unter den eıngehaltenen Bedingungen nicht zunächst Glucon- 
und dann erst Citronensäure auftritt, sondern, daß die Bildung der Citronen- 
säure sofort beginnt, während Gluconsäure erst später gebildet wird und 
ihre Menge bei weiterer Kulturdauer noch stark ansteigt, während die der 
Citronensäure bereits abfällt. Dies ist vielleicht so zu erklären, daß Verbrauch 
oder Veränderung der N-Quelle eintritt, und daß N-Mangel günstig für die 
Bildung der Gluconsäure ist, wogegen sie bei relativ reichlicher N-Gegen- 
wart gehemmt ist. Dieses Ergebnis wird noch weiter verfolgt. Schon 
dieser Befund spricht dafür, daß die Acidität nicht jenen Einfluß auf die 
Richtung der Säurebildung haben kann, wie Buikewüsch meint. 


b) Zusatz verschiedener Ammonnitratmengen 
in zweiter Kulturflüssigkeit. 
In den Versuchsreihen 19 und 20 wurde die Säurebildung bei langer 


Versuchsdauer und Zusatz von 0,4 bzw. 0,05 Proz. NH,NO, festgestellt 
(Tabelle IV, Abb. 3 und 4). 


75 
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Abb. 4 (zu Versuchsreihe 20). 
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Tabelle IV. 





Versuchsnummer . . . . ` 89 ' 90 | 91 | 92 | 93 94 i 95 
Versuchsreihe ..... 19 20 


Erste Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,2 Proz. NH4 NOS, 0,1 Proz. KH: PO, 0,05 Proz. 
MgSO,. 0.002 Proz. FeCl. Flüssigkeitsmenge ` 50 ccm. Kolbengröße : 200 ccm. Temperatur : 350. 
Kulturdauer : 8 Tage. 


Zwe te Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Zucker. 














NH, NOg ... . Proz. | 0,4 0,05 
Versuchsdauer . . . Tage, 10 | 2 mi 4 | 0 EN 40 
Analysenwerte. 





Pilzdeckengew. .g| 1,435 | 1,341 | 0,741 | 0,588 || 1,270 | 1,432 | 1,236 
Acidität. . . cem| 211 | 71,85 | 74 | 25 || 1746 | 135,2 | A 
Ca-Oxalat . . . .g | Spuren | Spuren | 0,139 | Spuren V | 0,049 | Spuren 
Ca-Citrat . . . .g lj 1,297 | 0,242 o | 6 j 0,908 | 0,975 6 
Ca-Gluconat, 

ber. (Ac) . . el 0,887 | 0,955 | o og 1,22 | 0,396 8 
Zucker ..... g! — Spuren 0 0 — 0,286 V 
Zuckerverbrauch ei — 5 5 5 j — |4114 5 


Ergebnisse der Versuchsreihen 19 und 20. 


l. In beiden Versuchsreihen fand ein rascher Anstieg der Säure- 
menge in den Kulturen statt; während aber bei Versuchsreihe 19 auch 
wieder eine rasche Verzehrung der gebildeten Säure eintrat, erfolgte 
dies bei Versuchsreihe 20 nur langsam, wie aus den Kurvenabbildungen 
hervorgeht. 


2. Im Zusammenhang damit tritt auch bei Versuchsreihe 19 Oxalsäure 
in der Kulturflüssigkeit früher auf als bei 20. 


3. Analog verhält sich der Zuckerverbrauch. 


4. Bei Versuchsreihe 19 ist in Zusammenhang mit der raschen Ver- 
zehrung der Nährstoffe und dem nunmehr eintretenden Mangel, die Selbst- 
verzehrung des Mycels (kenntlich an der starken Abnahme des Pilzdecken- 
gewichts) sehr deutlich zu beobachten. 


5. Demnach ist die Gegenwart von Stickstoff in zweiter Kultur- 
flüssigkeit für die dauernde Anhäufung der gebildeten Säuren 
ungünstig. Der Pilz verzehrt dieselben wieder rasch, da bei Gegen- 
wart reichlicher Stickstoffmengen der Stoffwechsel des Pilzes viel 
reger ist. 


In den Versuchsreihen 21 bis 23 wurde bei kürzerer Versuchsdauer die 
Menge des Ammonnitrats in der zweiten Kulturflüssigkeit noch weiter 
variiert und insbesondere der Einfluß sehr hoher Stickstoffmengen unter- 
sucht (Tabelle V). 
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Ergebnisse der Versuchsreihen 21 bis 23. 

1. Eine weitere Erhöhung der Stickstoffmenge hat auf die Anhäufung 
der Säuren keinen fördernden Einfluß. Bei Zusatz von 0,4 Proz. N H, N O, 
werden etwas größere Säuremengen angehäuft, als bei der zwei- oder drei- 
fachen Menge. Gluconsäure wurde meist nur in Spuren gebildet, Oxalsäure 
gar nicht. 

2. Auch auf den Stoffwechsel des Pilzes im allgemeinen haben große 
Stickstoffmengen keinen fördernden Einfluß, wie aus einem Vergleich 
des jeweiligen Zuckerverbrauches hervorgeht. 


c) Versuche mit Zusatz von Ammonsulfat und Kaliumnitrat 
zur zweiten Kulturflüssigkeit. 


Versuchsreihe 24 und 25 (Tabelle VI). 
Tabelle VI. 









Versuchsnummer . s.s.s.’ 112 | 113 | 114 


Versuchsreibe . . » » : : e 


Erste Kulturflüssigkeit wie in Versuchsreihe 21 bis 23. 
Zweite Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker. 






Stickstoffsalz - . » » 2 000.0. 
Versuchsdauer. . . . » » » 


Analysenwerte, 
Pilzdeckengewicht . . .g || 0,813 | 0,877 | 0,979 | 1,037 || 0,718 | 0,742 | 0,969 
Acidität . ..... cem || 59,4 | 77,7 | 98,7 | 123,5 || 46,53 | 62,17 : 79,86 
Ca-Citrat ....... g || 0,485 | 0,602 | 0,811 | 0,558 '| 0,372 | 0,509 | 0,595 
Ca-Gluconat, ber. (Ac). g gd | Spuren! 0 1,00 0 8 | 0,192 
Zucker . 2.0..%,.. %.» g | 4,14 | 3,65 | 2,53 | 2,06 '| 4,15 | 3,87 | 3,24 
Zuckerverbrauch . . . .g |) 0,86 | 1,35 | 2,47 | 2,94 || 0,85 | 1,13 | 1,76 





Ergebnisse der Versuchsreihen 24 und 25. 


l. Ammonsulfat hat einen geringeren Einfluß auf die Säurebildung 
und den Stoffwechsel des Pilzes als Ammonnitrat; Kaliumnitrat einen 
noch schwächeren. Hierbei muß aber auch die Verschiedenheit der Pilz- 
deckengewichte Berücksichtigung finden; es gelingt nämlich auch bei 
Einhaltung völlig gleicher Versuchsbedingungen nicht immer, gleich schwere 
und gleich gut entwickelte Pilzdecken zu erzielen. Die Schwankungen sind 
allerdings nicht sehr erheblich, da auch ein verschieden starker Mycel- 
zuwachs unter dem Einfluß der verschiedenen Stickstoffquellen in Rechnung 
gezogen werden muß. 

2. Daß aber ein gewisser Einfluß vorhanden ist, zeigt ein Vergleich 
mit den späteren Versuchsreihen. (Die Versuchsreihen 21 bis 28 sind alle 
zu gleicher Zeit und unter völlig gleichen Bedingungen in erster Kultur- 
flüssigkeit durchgeführt und daher direkt miteinander vergleichbar.) 

3. Insbesondere bei Versuchsreihe 24 ergibt sich wieder wie bei den 
Versuchsreihen 17 und 18 der Fall, daß die Citronensäure in den Kulturen 
bereits abnimmt, während die Menge der Gluconsäure noch bedeutend 
ansteigt. 

4. Oxalsäure wurde nirgends gebildet. 
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d) Versuche mit Zusatz der anderen Nährsalze. 


In Versuchsreihe 26 wurde 0,1 Proz. KH,PO, zugesetzt und in Versuchs- 
reihe 27 0,05 Proz. MgSO,, also in den für die erste Kulturflüssigkeit ver- 
wendeten Mengen. 


H 


Ergebnisse der Versuchsreihen 26 und 27. 


1. KH,PO, beschleunigt die Stoffwechseltätigkeit des Pilzes und verhält 
sich auch hinsichtlich des Einflusses auf die Säurebildung analog wie Stick- 
stoffsalze. 


2. Magnesiumsulfat hat keinen wesentlichen Einfluß auf die Tätigkeit 
des Pilzes, wie ein Vergleich mit Versuchsreihe 28 zeigt. 


e) Darbietung reiner Zuckerlösung in zweiter Kulturflüssigkeit. 


Versuchsreihe 28 (Tabelle VII). 


Ergebnisse. Diese Versuchsreihe diente zum Vergleich mit den anderen 
Versuchsreihen und zeigt so indirekt, welchen Einfluß die verschiedenen 
Zusätze haben. Die Säurebildung ist unter diesen Bedingungen zweifellos 
geringer als bei den anderen Versuchsreihen. 


f) Diskussion der Ergebnisse der Versuchsreihen 17 bis 28. 
(Säurebildungin zweiter Kulturflüssigkeit bei saurer Reaktion.) 


Aus den bisherigen Versuchen geht bereits hervor, daß relativ reich- 
liche Gegenwart von Stickstoffsalzen (insbesondere Ammonnitrat) für die 
Bildung der Citronensäure günstig ist, dagegen kommt den anderen 
Salzen keine besondere Bedeutung für die Säurebildung zu. Worauf die 
günstige Wirkung von Stickstoffzusatz beruht, st nicht ohne weiteres zu 
entscheiden; es liegt die Vermutung nahe, daß dadurch nur ein weiteres 
Wachstum der Pilzdecke bedingt und dadurch die Citronensäurebildung 
gefördert wird. Jedenfalls zeigen schon die bisherigen Versuche, daß die 
Stickstoffquelle eine große Bedeutung für die Richtung, in der die Säure- 
bildung vor sich geht, besitzt. Die Acidität der Lösung ist gewiß auch von 
Einfluß, kann aber nicht, wie Butkewiütsch meint, als entscheidender Faktor 
für die Richtung der Säurebildung angesehen werden; denn bei relativ 
reichlicher N-Gegenwart findet erst Citronensäurebildung statt und erst 
später, wohl nach dem teilweisen Verbrauch des Stickstoffs, auch Glucon- 
säurebildung. 


2. Säurebildung bei Gegenwart von Calciumcarbonat. 


a) Ammonnitrat und Kaliumnitrat als Stickstoffquellen. 


In Versuchsreihe 29 wurde der Einfluß des NH,NO, in zweiter Kultur- 
flüssigkeit bei Gegenwart von CaCO, festgestellt (Tabelle VIII) und zum 
Vergleich wurde 

Versuchsreihe 30 ohne Stickstoffzusatz in zweiter Kulturflüssigkeit 
durchgeführt. Hier wie in allen anderen Versuchen mit CaCO, wurde durch 
öfteres Umschwenken der Kolben für gute Durchmischung gesorgt 
(Tabelle VIII). 

In Versuchsreihe 31 wurde der Einfluß der Stickstoffquelle in erster 
Kulturflüssigkeit festgestellt; im Vergleich zu den Versuchen mit NH,NO, 


22% 
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kam KNO; in erster Kulturflüssigkeit in Anwendung, und in zweiter Kultur- 
flüssigkeit wurde in einigen Versuchen weiterhin KNO, geboten 
‘Tabelle VIII). 


Ergebnisse der Versuchsreihen 29 bis 31. 


1. Ein Vergleich der Versuchsreihen 29 und 30 zeigt sehr deutlich den 
Einfluß der Gegenwart von Stickstoff in der Kulturflüssigkeit auf die 
Säurebildung. Während in N-freier Flüssigkeit fast nur Gluconsäure gebildet 
wird, nur wenig Citronensäure und bei längerer Kulturdauer Oxalsäure, 
wird in Gegenwart von Stickstoff in relativ reichlicher Menge Citronensäure 
gebildet und nur geringe Mengen von Gluconsäure, trotz Gegenwart von 
CaCO,. 

2. Wohl infolge der Gegenwart von Stickstoff findet ein bedeutend 
rascherer Zuckerverbrauch statt, ohne daß aber ein erheblicher Mycel- 
zuwachs erfolgen würde (Versuchsreihe 29). 

3. Ähnlich sind die Verhältnisse bei Anwendung von KNO, als Stick- 
stoffquelle.. Ohne Zusatz von KNO, in zweiter Kulturflüssigkeit bleiben 
die Pilzdecken unverändert, bilden aber reichlich Gluconsäure. 

4. Bei Zusatz von KNO, in zweiter Kulturflüssigkeit findet weiteres 
Mycelwachstum statt, die Bildung von Citronensäure ist erhöht, die der 
Gluconsäure erniedrigt; doch sind hier die Unterschiede bei weitem nicht 
so stark ausgeprägt als in den Versuchen mit NH,NO,. 

In Versuchsreihe 32 wurde zur Förderung der Pilzdeckenentwicklung 
der bei Versuchsreihe 16 bereits besprochene Reizstoff zugesetzt, unter 
dessen Einfluß schon nach dreitägiger Kulturdauer ein etwa dreifach so 
hohes Mycelgewicht erreicht wurde, als in analogen Versuchen ohne Reiz- 
stoff (z. B. Versuchsreihe 29 oder 30) . Im übrigen wurde in dieser Versuchs- 
reihe der Einfluß weiteren Stickstoffzusatzes in zweiter Kulturflüssigkeit 
bei diesen kräftig entwickelten Pilzdecken untersucht im Vergleich zu 
Versuchen ohne Stickstoffzusatz und schließlich der Einfluß der Temperatur 
auf die Säurebildung festgestellt (Tabelle IX). 


Tabelle IX. 





Versuchsnummer . 222.2... » mm mu 136 137 1 139 
Erste Kulturflüssigkeit wie in Versuchsreibe 21 usw. (mit Reizstoff). 











Zweite Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker. 2g g CaCO, Versuchsdauer 4 Tage. 



































Temperatur .....s esene 20 bis 240 E 25 bis 27° 35 

Fa EN le Ber ar ne en I. ee 

NH NO3 . - .. 22... Pron, 04 |! 0 Wu | o4 | 0 

Analysenwerte, 

Pilzdeckengewicht . . . g 2,622 | 2,327 ` 2,619 | 2,251 | 2,567 | 2,677 

CaO in der Flüssigkeit Spuren 0.232 Spuren 0,165 | Spuren | Spuren 

Ca-Citrat . . 2. 22.0... een 0,887 0,846 | 1,477 | 0,471 | 1,976 

Ca-Gluconst, best. db 1,524 | o |123| 0 o 
; ber. (CaO) . 6 | 1853 | 6 | 1,32 6>: Ø 

Zucker ......:.. 0,56 | 0,61 0,39 0,51 6 , 0,225 

Zuckerverbrauch 4.44 | 4,39 | 4,61 449 | 5 | 47% 


Ergebnisse der Versuchsreihe 32. 


1. Sehr üppig entwickelte Pilzdecken bilden in kurzer Zeit bei Gegen- 
wart von CaCO, und ohne N-Quelle in zweiter Kulturflüssigkeit relativ 
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reichliche Mengen von Citronensäure; dies jedoch nur bei hoher Temperatur, 
(Versuch 139), während bei tieferer Temperatur die Menge der gebildeten 
Citronensäure bedeutend geringer ist, wobei aber der Zuckerverbrauch 
annähernd gleich ist. 

2. Bei weiterem Zusatz von Stickstoffsalzen in der zweiten Kultur- 
flüssigkeit findet jedoch nur noch geringe Citronensäurebildung statt, 
zweifellos infolge des durch die N-Gegenwart bedingten äußerst lebhaften 
Stoffwechsels, wobei die Temperatur entsprechend einwirkt, wie aus der 
Tabelle ersichtlich. 

3. Während kräftig entwickelte Pilzdecken bei Abwesenheit von 
N-Salzen und hoher Temperatur keine Gluconsäure bilden (Versuch 139), 
findet bei tieferer Temperatur unter sonst gleichen Bedingungen Bildung 
von Gluconsäure statt. 

4. Bei Gegenwart von Stickstoff bilden stark entwickelte Pilzdecken 
unter keinen Bedingungen Gluconsäure. 

5. Bei Abwesenheit von Stickstoff nimmt die Menge der Citronensäure 
mit fallender Temperatur stetig ab; das Optimum für die Citronensäure- 
bildung liegt demnach unter diesen Bedingungen bei 35°. 


b) Pepton als Stickstoffquelle. 


In Versuchsreihe 33 wurden die Pilzdecken mit einer reichlichen Menge 
von Pepton zur Entwicklung gebracht und in zweiter Kulturflüssigkeit 
NH,NO, KNO, Pepton oder aber keine Stickstoffquelle zugesetzt 
(Tabelle X). 


Versuchsnummer . . . . 








Erste Kulturflüssigkeit : 1 Proz. Pepton. Versuchsdauer: 3 Tage, im übrigen wie früher. 


Zweite Kulturflüssigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 2g CaCO. Temperatur : 350, 


N:Quelle ........ | NANO, 0,4 Proz. K No 0,4 Proz. Pepton | 0 
de er ra ae ne en (WBESERSEFFERERESSEN LER a SER SERRENSTEL SCHIEN 
| 5 3: ng > u e 8 3 | 5 





























Versuchsdauer + Tage E o £ E 3 
Analysenwerte, 
Pilzdecke . . . .g " 1,932 | 2,285 Eeer | 2,294 | 1,989 | 2,260 || 1,560 | 1,799 
0,078 | 0,115 || 0,069 | 0,081 || 0,165 | 0,130 í; 0,260 | 0,237 


CaO i.d. Flüssigk., g | 
Ca-Citrat . . ...g | 0,514 | 0,836 | 0.653 : 0,642 | 0,501 | 0,970 | 0,495 1.234 








Ca-Gluconat, best., g | 0,444 | 0,712 ij 0.348 | 0,432 | 1.079 | 0,769 || 1,768 | 1,647 
„ ber. (CaO), d 0,63 | 0,92 || 0,54 | 0,65 | 1,32 | 1,04 | 2,08 | 19 
Zucker ..... ei 1,52 | 106 | 1,78 | 124 | 142 | 0,98 | 1,80 1,7 


Zuckerverbrauch .g | 3,48 | 3,95 || 3,22 | 3,76 | 3,58 | 4,02 | 3,20 | 3,63 


Ergebnisse der Versuchsreihe 33. 


Es zeigt sich hier schon, daß die mit Pepton zur Entwicklung gebrachten 
Pilzdecken zweifellos schlechter Citronensäure zu bilden vermögen als solche, 
die mit NH,NO, zur Ausbildung gelangten; dagegen ist die Gluconsäure- 
bildung bevorzugt. Die Ergebnisse sind jedoch mit den früheren nicht ganz 
vergleichbar wegen der verschiedenen Pilzdeckengewichte. Ein spezifischer 
Einfluß der verschiedenen N- Quellen ist hier jedoch noch nicht sehr deutlich. 
Im übrigen zeigt sich hier wieder, daß bei Abwesenheit von Stickstoff - 
vornehmlich Gluconsäure gebildet wird. 
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Versuchsreihe 3b | 
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In den Versuchsreihen 34 bis 36 wurden die Pilzdecken bei Gegenwart 
verschiedener Peptonmengen zur Entwicklung gebracht und so sehr dünne 
(Versuchsreihe 34), solche von mittlerer Stärke (Versuchgreihe 35) und sehr 
starke, üppig entwickelte Pilzdecken erzielt. Es wurde nun in diesem 
Zusammenhange die Bedeutung des Mycelgewichtes (dessen N-Gehalt 
wurde hier noch außer acht gelassen) und weiterhin der Temperatur auf die 
Säurebildung festgestellt (Tabelle XI, Abb. 5 und 6). 


Ergebnisse der Versuchsreihen 34 bis 36. 


1. Dünne Pilzdecken bilden bei Gegenwart von CaCO, relativ sehr 
reichliche Mengen von Gluconsäure, dagegen keine Spur von Citronensäure. 
Eine Temperatur von 30° erwies sich hier als optimal für die Gluconsäure- 
bildung. Der verbrauchte Zucker ist fast nur in Gluconsäure umgewandelt. 


2. Stärkere Pilzdecken bilden unter analogen Bedingungen nur 
relativ geringe, aber mit steigender Temperatur deutlich zunehmende 
Mengen von Citronensäure; die Menge der gebildeten Gluconsäure bleibt 
in gleichen Grenzen, wie bei dünnen Pilzdecken. 


3. Analoge Verhältnisse ergaben die Versuche mit sehr starken Pilz- 
decken; auch hier nimmt die Menge der Citronensäure mit steigender Tem- 
peratur rasch zu, wobei relativ große Mengen gebildet werden; aber Glucon- 
säure wird hier gleichfalls in ziemlich erheblichen Mengen gebildet; dies 
bildet einen deutlichen Unterschied gegenüber gleich schweren, aber in 
anderer Weise zur Entwicklung gebrachten Pilzdecken; dies gilt jedoch 
nur für hohe Temperatur (35°), während bei tiefer Temperatur analoge 
Verhältnisse bertehen (vgl. mit Versuch 135, 137, 139). Welche Bedeutung 
hierbei dem Stickstoffgehalt der Pilzdecken zukommt, wird untersucht. 
Die Beziehung der Säurebildung zum Mycelgewicht sowie zur Temperatur 
geht aus den Abb. 5 und 6 hervor. 


III. Zusammenfassung und Diskussion der Hauptergebnisse. 


Obzwar mit dem verwendeten Pilzstamm nicht die von Wehmer 
und anderen angeführten Höchstausbeuten an Citronensäure (etwa 
50, manchmal bis 70 Proz. des Zuckers, allerdings in etwa 4 bis 
5 Wochen) erreicht wurden, so gelang es dagegen, mit Hilfe der 
in Anwendung gebrachten ‚Methodik der fertigen Pilzdecken‘ einen 
klareren und tieferen Einblick in die Verhältnisse bei der Säure- 
bildung zu gewinnen als ein solcher bisher möglich war. Die 
Bedingungen für die Säurebildung konnten so weit geklärt werden, 
daß eine vollständige Trennung des Prozesses der Glucon- und Citronen- 
säurebildung erreicht wurde und wir es nun in der Hand haben, den 
Pilz jeweils nach Belieben zur Bildung von Gluconsäure oder Citronen- 
säure zu veranlassen; dabei gelang es, reichliche Säurebildung bereits 
nach wenigen Tagen zu erzielen (etwa 40 Proz. an Ca-Citrat bzw. 
60 bis 70 Proz. an Ca-Gluconat, bezogen auf ursprüngliche Zucker- 
menge, in 3 bis 4 Tagen). Im Verlauf der Untersuchungen zeigte sich, 
welche Faktoren für die jeweilige Säurebildung wesentlich sind und 
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welche Bedeutung ihnen für die Richtung und Intensität der Säure- 
produktion zukommt. Ich will hier diese Faktoren noch im 
Zusammenhang besprechen und ihre Bedeutung für die Säure- 
produktion erörtern. 

1. Das Mycelgewicht. Dünne Pilzdecken bilden bei Gegenwart von 
CaCO, und bei Abwesenheit von Stickstoff in der Kulturflüssigkeit 
je nach ihrem Gewicht vornehmlich oder sogar ausschließlich Glucon- 
säure (Versuch 127 bis 129, 132, 133, 148 bis 155), starke Pilzdecken 
dagegen unter analogen Bedingungen entweder ausschließlich Citronen- 
säure (Versuch 139) oder aber recht erhebliche Mengen Citronensäure 
neben annähernd gleichen Mengen Gluconsäure (Versuch 147, 156 bis 
159). Auf die Abhängigkeit von der jeweiligen Stickstoffquelle sowie 
den Einfluß der Temperatur in diesem Zusammenhang komme ich 
sogleich zu sprechen. In saurer Kulturflüssigkeit überwiegt der Einfluß 
der Acidität, indem auch relativ dünne Pilzdecken meist Citronensäure 
neben ziemlich geringen Mengen Gluconsäure bilden, doch kommt 
es auch hier auf die An- oder Abwesenheit von Stickstoff an. 

Ich sprach in dieser Mitteilung nur von „dünnen“ oder „dicken“ 
Pilzdecken, und berücksichtigte dabei zunächst nur das Pilzdecken- 
gewicht, nicht aber auch den Stickstoffgehalt der Pilzdecken. Nun 
müssen aber für die Entwicklung derselben die jeweiligen Wachstums- 
faktoren genauer berücksichtigt werden, da die Bildung starker Pilz- 
decken entweder durch hohe Zuckermengen oder entsprechende Gaben 
günstig wirkender N-Mengen oder sonstiger Nährsalze oder schließlich 
durch Zusatz stark wachstumfördernder Reizstoffe bedingt sein kann. 
Das gleiche gilt in negativem Sinne von den dünnen Pilzdecken. Von 
diesem Gesichtspunkt aus, also wie sich derartig herangebildete Pilz- 
decken hinsichtlich ihres Stickstoffgehalts und weiterhin bezüglich 
ihres Säurebildungsvermögens verhalten, werden bereits weitere Unter- 
suchungen vorgenommen. Weiterhin müßte im Hinblick auf die Stärke 
des Mycels der Einfluß der Durchlüftung auf die Säurebildung ein- 
gehender untersucht werden. 

2. Die Stickstoffquelle ist in Ge Hinsicht insofern von 
Einfluß, als Pilzdecken, die bei Gegenwart von Pepton zur Entwicklung 
gebracht worden waren, eine stärkere Tendenz zur Gluconsäurebildung 
zeigten (Versuchsreihe 34 bis 36) als solche, zu deren Wachstum 
NH,NO, verwendet wurde (Versuchsreihe 29, 30, 32); vgl. besonders 
Versuch 139 mit 159). Kaliumnitrat verhält sich ähnlich wie Pepton 
(Versuchsreihe 31). Die Analogie dieser beiden Stoffe dürfte wohl damit 
zusammenhängen, daß beide physiologisch basisch sind, da aus Pepton 
Ammoniak entsteht und aus Kaliumnitrat nach Verbrauch des N-haltigen 
Anions K-Ionen frei werden. Die inneren Zusammenhänge und Be- 
ziehungen sind noch nicht ganz klar, werden aber bereits eingehender 
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untersucht. Jedenfalls bilden bereits die mitgeteilten Ergebnisse die 
Grundlage für eine weitere Klärung der Verhältnisse. 


In quantitativer Hinsicht ist die Stickstoffquelle insofern von 
Einfluß, als bei Gegenwart von CaCO, relativ reichliche Stickstoff- 
mengen (dargeboten als NH,NO,) die Bildung von Citronensäure 
begünstigen und die der Gluconsäure hemmen oder ganz verhindern; 
dies ist der Fall bei relativ dünnen Pilzdecken (vgl. Versuchsreihe 29 
und 30), doch trifft dies für KNO, und Pepton nicht zu, denn bei 
deren Darbietung in zweiter Kulturflüssigkeit wird keine sehr erheb- 
liche Menge von Citronensäure, wohl aber ziemlich reichliche Mengen 
von Gluconsäure gebildet (Versuchsreihe 31). Starke Pilzdecken bilden 
in Gegenwart von Stickstoff überhaupt keine Gluconsäure, aber auch 
nur relativ geringe Mengen von Citronensäure; es findet rasche 
Verzehrung des dargebotenen Zuckers statt, ohne daß es zu 
einer erheblichen Säurebildung käme Hierbei ist die Tem- 
peratur von Einfluß auf die Menge der gebildeten Säure (Ver- 
such 134, 136, 138). 


Die Beziehungen zwischen Mycelgewicht und Stickstoffquelle 
zur Qualität und Quantität der gebildeten Säuren geht aus Tabelle XII 
hervor. 


Tabelle XII. 


Versuche bei Gegenwart von CaCO, bei 30 bis 35°. 
| 













Mycelgewicht Quelle Ca,Citrat | Ca-Gluconat | Versuchs» 
" in 1. Kultur» in 2, Kultur» 1 nummer 
g Io. aussgkelt. | flüssigkeit 








etwa 0,2—0,3 | _ Pepton | 
| NHNO, | NENO, 


HR 


1,3—1,7 | 04-08 | 124—126 


etwa 1 Ke KNO, 07—09 1,9 130, 131 
3 8 01—03 | 26-29 | 132 133 

Pepton d 0,4 2,8 155 
Pepton || 0,5—10 | 0,8-—1 144, 145 
Ewa Pepton | o 0,8—1,2 | 1,5—1,8 | 146, 147 

| NH,NO 0,5 8 138 

etwa 2,0—2,6 | N HN O; | o | 20 e 139 
Pptn | e 1,3—1,5 | 18-18 | 158, 159 


Es läßt sich vorläufig noch nicht sagen, in welcher Beziehung der 
Stickstoff zum Wesen der Säurebildung steht; erst eine weitere eingehende 
Untersuchung dieser Frage mit genauer Berücksichtigung der Stick- 
stoffmenge in der Pilzdecke, ihres Verschwindens aus der Kultur- 
flüssigkeit usw., sowie die Untersuchung des N-Stoffwechsels des 
Pilzes überhaupt könnte eine Klärung der Verhältnisse bringen; ich 
werde hierüber alsbald weitere Mitteilungen machen. 
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3. Die Reaktion der Kulturflüssigkeit. Die Gegenwart von CaCO, 
begünstigt zweifellos, wie schon Butkewitsch zeigte, die Bildung von 
Gluconsäure. Daß dies aber nicht allgemein zutrifft, sondern von den 
bereits erörterten Faktoren in hohem Maße abhängig ist, konnte nach- 
gewiesen werden, denn auch bei Gegenwart von CaCO, kann die 
Bildung von Gluconsäure völlig unterbleiben (Versuch 139) oder 
stark gehemmt sein, wenn es sich um die Säurebildung entweder 
durch ein sehr kräftiges Mycel handelt (Versuch 139), oder 
wenn Stickstoff in der Kulturflüssigkeit vorhanden ist (Versuchs- 
reihe 29 usw.). 

In saurer Kulturflüssigkeit. bildet oder häuft der Pilz im allgemeinen 
weniger Gluconsäure an als bei Gegenwart von CaCO,. Das Ergebnis 
von Butkewitsch und anderen Autoren, daß zuerst Gluconsäure und 
erst später Citronensäure gebildet wird, konnte unter den eingehaltenen 
Bedingungen (relativ reichliche Gegenwart von Stickstoff) nicht erzielt 
werden; sondern es trat im Gegenteil zunächst Bildung von Citronen- 
säure und erst später von Gluconsäure ein (Versuchsreihe 17, 18). Die 
Anschauung von Butkewitschh daß Gluconsäure bei geringer und 
Citronensäure erst bei höherer Acidität gebildet wird, hat demnach 
nur beschränkte Richtigkeit. Die Reihenfolge, in der G!ucon- und 
Citronensäure auftreten, ist wohl abhängig von der Stickstoffmenge 
in der Kulturflüssigkeit; bei relativ reichlicher Stickstoffmenge tritt 
Citronensäure auf und erst später auch Gluconsäure, wohl infolge des 
Verbrauchs oder der Veränderung der Stickstoffquelle durch den Pilz. 
Bei Anwesenheit von Stickstoff ist in saurer Kulturflüssigkeit die 
Säurebildung ziemlich gering (Versuchsreihe 28), doch scheint dies 
nicht für jeden Pilzstamm zu gelten, wie ein Vergleich mit den Ergeb- 
nissen der Versuchsreihe 5 (zweite Mitteilung) zeigt. Dies ist wohl so zu 
erklären, daß der in der vorigen Mitteilung untersuchte Pilz eine deut- 
liche Tendenz zur Gluconsäurebildung hat, für deren Bildung aber 
gerade N-Mangel günstig wirkt, während der hier verwendete ‚Citronen- 
säurebildner‘ durch den Mangel an Stickstoff in der Citronensäure- 
bildung gehemmt ist, wobei er aber unter diesen Bedingungen auch 
meist keine erheblichen Mengen von Gluconsäure bildet, wohl aber 
bei Gegenwart von CaCO,; worin hierbei die Wirkung des CaCO, 
beruht, und ob es nur als Abfangmittel fungiert, läßt sich noch nicht 
sagen. | 

4. Der Einfluß der Temperatur auf die Säurebüldung geht aus den 
Versuchsreihen 32, 34 bis 36 sowie aus den Abb. 5 und 6 hervor. Im 
allgemeinen ist daraus ersichtlich, daß bei tiefer Temperatur stets 
relativ mehr Glucon- und wenig Citronensäure gebildet wird; jedenfalls 
erreicht die gebildete Menge Citronensäure erst bei höherer Temperatur 
größere Werte (siehe besonders Versuchsreihe 32 und 36), während im 
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allgemeinen die Menge der Gluconsäure mit Zunahme der Temperatur 
nicht mehr sehr stark ansteigt (Versuchsreihe 35 und 36). Das Optimum 
für die Bildung der Citronensäure und auch der Gluconsäure lag unter 
den eingehaltenen Bedingungen zwischen 30 und 35°, doch hat die 
Temperatur auf die Bildung der Gluconsäure nur geringen, auf die 
Citronensäureproduktion jedoch sehr bedeutenden Einfluß. Auf eine 
Möglichkeit zur Deutung dieses Umstandes komme ich noch zu 
sprechen. 


Der Einfluß der Temperatur sowie der anderen Faktoren auf die 
Oxalsäurebildung wurde hier nicht weiter untersucht, da diese in der 
Regel nur dann auftritt, wenn fast kein Zucker mehr vorhanden ist, 
so daß sie nur ein sekundäres Produkt des ‚Säurestoffwechsels“ 
darstellt. 


Wieweit die hier mitgeteilten Ergebnisse über die Bedingungen 
der Säurebildung auf andere Stämme von Aspergillus niger sowie auf 
andere Pilzarten anwendbar sind und weiterhin, in welcher Allgemeinheit 
und bis zu welchen Grenzen diese Ergebnisse für den gleichen Asper- 
gillusstamm gelten, soll noch festgestellt werden. 


Ich möchte nun noch auf die Frage nach dem Wesen der Citronen- 
säurebildung zu sprechen kommen und in diesem Zusammenhang auf 
die Frage, welche Stellung die Säurebildungsvorgänge im Stoffwechsel 
des Pilzes einnehmen. Die hier mitgeteilten Grundlagen für die Ent- 
wirrung des für die Säurebildung maßgebenden Faktorenkomplexes 
geben einige wichtige Anhaltspunkte und Fingerzeige hierfür. Es 
handelt sich zunächst um die Frage, ob die Säurebildung in Beziehung 
zum Zuckerstoffwechsel (zur Atmung) steht, wie besonders Butkewttsch(8) 
zu beweisen sucht, oder aber ob sie zur ‚„Eiweißatmung‘“ in Beziehung 
zu setzen ist, wie Kostytschew (12) meint. In dieeem Zusammenhang 
wäre die endgültige Entscheidung der Frage von Wichtigkeit, in welcher 
Beziehung Glucon- und Citronensäure zueinander stehen. Nach Butke- 
witschs hypothetischem Schema der Citronensäurebildung könnte die 
Gluconsäure ein Zwischenprodukt auf dem Wege vom Zucker zur 
Citronensäure bilden. Wehmer (1925) (7) ist es nun auch gelungen, 
den Pilz unter Ausschluß jeder sonstigen Kohlenstoffquelle zur Bildung 
von Citronensäure aus Gluconsäure zu veranlassen. Wie ich jedoch 
bereits in meiner vorigen Mitteilung zeigte, kann dies noch nicht als 
Beweis dafür angesehen werden, daß die Gluconsäure ein Zwischen- 
produkt bei der Citronensäurebildung darstellt, da diese auch aus 
Substanzen gebildet wird, aus denen keine Gluconsäure entsteht 
(Glycerin usw.). Weiterhin ist die Bildung der Citronensäure aus 
Gluconsäure bedeutend geringer als aus Zucker, was auch gegen die 
Ansicht spricht, daß die Gluconsäure Zwischenprodukt ist. Wie dieses 
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Ergebnis gedeutet werden könnte, habe ich bereits in meiner zweiten 
Mitteilung erwähnt. Das Ergebnis von Schreyer (1925) (14) über die 
Citronensäurebildung aus Gluconsäure mittels fertiger Pilzdecken 
bringt erst recht keine Klärung der Frage. Übrigens hatte ich mich 
schon längst davon überzeugt, daß fertige, auf Rohrzucker gewachsene 
Pilzdecken auf Lösungen von gluconsaurem Ca Citronensäure an- 
häufen, doch werde ich diese Ergebnisse sowie weitere Erfahrungen 
über die Umsetzung anderer Kohlenstoffquellen erst in einer späteren 
Mitteilung im Zusammenhang besprechen. 

Es erscheint demnach eine direkte Beziehung der beiden Säuren 
zueinander nicht bewiesen, und es wäre durchaus möglich, daß die 
Gluconsäurebildung einen ganz anderen Prozeß darstellt als die Bildung 
von Citronensäure. Diese beiden Prozesse könnten nebeneinander 
herlaufen, wobei je nach den Bedingungen jeweils der eine oder der 
andere weit überwiegt. Die mitgeteilten Ergebnisse zeigen, daß recht 
verschiedene und vielfach gerade entgegengesetzte Bedingungen für 
das jeweilige Überwiegen der einen der beiden Säuren maßgebend sind, 
und sprechen so für die Vermutung, daß wir es hier mit zwei gesonderten, 
voneinander unabhängigen Prozessen zu tun haben. 

An dieser Stelle sei noch betont, daß die Frage nach der ‚‚Bildung‘“‘, 
„Abfangung‘‘ und „Anhäufung‘‘ der Säuren noch einer Klärung bedarf. 
Das Vermögen zur „Bildung“ von Säuren ist nicht der „Anhäufung“ 
derselben gleichzusetzen. Die Frage, ob die Gegenwart von Stickstoff 
in der Kulturflüssigkeit oder entsprechender Mengen im Mycel nur für 
die Anhäufung der Citronensäure oder auf die Citronensäurebildung 
selbst von Einfluß ist, muß wohl zugunsten der letzteren Ansicht ent- 
schieden werden, da nach meinen Ergebnissen nur diese Beziehung 


‘verständlich erscheint. In meinen Versuchen blieb es noch zweifelhaft, 


ob die angehäufte Säuremenge auch wirklich der gebildeten entspricht, 
oder ob nur ein Teil der gebildeten Säure in der Kulturflüssigkeit fest- 
gehalten wurde. Dies gilt insbesondere im Hinblick auf die Citronen- 
säurebildung, besonders durch kräftige Pilzdecken (z. B.Versuch 139 usw.), 
während bei der Gluconsäurebildung meist die gesamte gebildete Säure 
auch angehäuft wird, wie ein Vergleich mit dem Zuckerverbrauch zeigt, 
d.h. der verbrauchte Zucker enispricht meist der theoretisch möglichen 
Gluconsäuremenge. Hierbei bedürfen die Pilzdecken zu ihrer Erhaltung 
anscheinend bloß die durch Oxydation der Carbonyl- zur Carboxyl- 
gruppe frei werdenden Energie. Es sei in diesem Zusammenhang noch 
darauf hingewiesen, daß die Gluconsäurebildung in der Form, wie sie 
durch meine Untersuchungen gebracht wurde, also bei einer dem 
Zuckerverbrauch entsprechenden, fast theoretischen Ausbeute an 
Gluconsäure, einen biologischen Prozeß von einer äußerst günstigen 
Ökonomie darstellt, wobei reine Zuckerlösungen bei Abwesenheit 
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aller Nährstoffe durch die Pilzdecken fast ohne Substanzverlust zu 
Gluconsäure oxydiert werden. Der Pilz benutzt hierbei zu seiner Instand- 
haltung nur die einseitige oxydative Enzymwirkung; dieser Fall ist 
daher auch vom energetischen Standpunkt von Interesse. 

Dagegen sind bei der Citronensäurebildung die Verhältnisse noch 
weitaus nicht so durchsichtig. Es konnte jedenfalls festgestellt werden, 
daß die Citronensäure vornehmlich bei Gegenwart von relativ reich- 
lichen N-Mengen in der Kulturflüssigkeit (oder durch üppig ent- 
wickelte, wahrscheinlich N-reiche Pilzdecken) gebildet wird; dies 
spricht dafür, daß die Bildung der Citronensäure in irgend einem Zu- 
sammenhang mit dem Stickstoff-Stoffwechsel des Pilzes steht. Weiterhin 
tritt erhebliche Citronensäurebildung erst bei höherer Temperatur ein, 
was auch auf einen innigen Zusammenhang mit dem allgemeinen Stoff- 
wechsel des Pilzes hinweist. Die Beobachtung, daß bei relativ tiefer 
Temperatur, aber langer Versuchsdauer ziemlich reichliche Mengen 
von Citronensäure entstehen, wie aus Versuchen von Wehmer, Butke- 
witsch u. a. hervorgeht, könnte auch in diesem Sinne gedeutet werden, 
da man annehmen kann, daß während des langsamen Wachstums des 
Pilzes die ziemlich reichliche Bildung der Citronensäure erfolgt. Dies 
stünde auch nicht im Gegensatz mit dem bekannten, auch in den 
meisten Handbüchern erwähnten Ergebnis, daß während des ersten, 
raschen Pilzwachstums keine Citronensäurebildung stattfindet. Dagegen 
ist für die Bildung der Gluconsäure die Temperatur ziemlich unwesent- 
lich, und die Gegenwart von Stickstoff hemmt deren Entstehen oder 
verhindert es gänzlich. 

Wenn demnach diese Ergebnisse einige Anhaltspunkte und Finger- 
zeige zu geben scheinen, so wäre es doch verfrüht, eine endgültige 
Meinung über das in Frage stehende Problem zu fassen, da auch sehr 
zu berücksichtigen ist, daß die Bildung von Citronensäure nur aus ganz 
bestimmten organischem Material möglich ist, was wieder auf eine 
engere Beziehung zum Zuckermolekül hinweist. Die Frage nach dem 
Wesen der Citronensäurebildung ist so innig verknüpft mit der Frage 
nach dem C'hemismus dieses Prozesses, daß es vorläufig noch unmöglich 
erscheint, die aufgeworfene Frage mit auch nur einiger Wahrscheinlich- 
keit richtig zu beantworten, bevor es nicht gelungen ist, einige wesent- 
liche Anhaltspunkte für den chemischen Verlauf des Vorganges der 
Citronensäurebildung zu gewinnen. Wenn ich auch in dieser Mitteilung 
dem Wesen dieses Vorganges noch nicht näher rücken konnte, so glaube 
ich doch, daß durch die Feststellung der Bedingungen des Prozesses 
genügend wichtige Beziehungen gefunden sind und so die Grundlage 
dafür geschaffen ist, in welcher Richtung die Untersuchung des 
chemischen Vorganges der Citronensäurebildung verlaufen müßte. Über 
dieses Thema werde ich alsbald weitere Mitteilungen machen. 
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Die Wirkung von Adrenalin 
und Cholin auf die Entwicklungszeit der Seidenraupen. 


Von 
G. Farkas und H. Tangl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitāt Budapest.) 
(Eingegangen am 29. März 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Über den Antagonismus zwischen Adrenalin und Cholin erschienen 
zahlreiche Arbeiten, die bestrebt sind, darzutun, daß ebenso wie das 
Adrenalin das Hormon des sympathischen Nervensystems ist, das Cholin 
dasjenige des parasympathischen darstellt. 


Von den vielen diesbezüglichen Arbeiten seien nur jene Versuche an- 
geführt, die Gudernatsch (1912) auf entwicklungsmechanischem Gebiet 
ausgeführt hat, als er die biologische Wirkung des Adrenalins auf Kaul- 
quappen studierte und dabei eine entwicklungsfördernde Wirkung dieses 
Mittels beobachtete. Außer ihm haben auch Bilski (1921) und Kriizenetzky 
(1924) Kaulquappen Adrenalin verabreicht und bei diesen eine Wachstums- 
vergrößerung gegenüber den Kontrolltieren gefunden. Bereits 1913 fütterte 
Romeis Kaulquappen mit Nebennieren. Diese Versuche wurden von Abder- 
halden (1915 und 1919) und von van Herwerden (1923) wiederholt, wobei 
jedoch keine oder nur sehr kleine Wirkungen auf Wachstum und Meta- 
morphose erzielt wurden. Für das Cholin selbst gelang es uns nicht, Angaben 
zu finden, daher führten wir (1925) Versuche an Kaulquappen aus, als deren 
Ergebnis festgestellt werden konnte, daß das Cholin auf das Längenwachstum 
von Kaulquappen eine hemmende Wirkung entfaltet und somit auf das 
Wachstum eine dem Adrenalin entgegengesetzte Wirkung ausübt. Da 
sich aber Cholin im Wasser sehr schnell zu Trimethylamin zersetzt, so 
beabsichtigten wir in einigen Versuchen, Cholin direkt in Tiere einzuführen. 
Vorerst versuchten wir dies bei Kaulquappen. Die Injektion von Cholin 
gelang jedoch nur bei größeren Tieren, wo aber keine nennenswerten Ver- 
änderungen im Wachstum verzeichnet werden konnten. Wir beschlossen 
daher, andere Versuchstiere zu wählen, wo die Wirkung sinnfälliger zutage 
tritt. Unsere Wahl fiel auf die Seidenraupen, die bei uns in Ungarn leicht 
zu beschaffen sind und deren Entwicklungszeit nicht zu lange dauert, so 
daß die Wirkung der Stoffe in kurzer Zeit festgestellt werden kann. 
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Angaben über Versuche mit Hormonen an Raupen hatten wir in der 
Literatur nur in spärlicher Zahl angetroffen. Namentlich hat Abderhalden 
(1919) derartige Versuche angestellt, leider berichtet er nur sehr kurz über 
die Versuchsanordnung und die Versuchsresultate. Er hatte zu dieser Arbeit 
Wolfsmilchschwärmerraupen verwendet, denen er verschiedene inkretorische 
Drüsenextrakte auf die Weise verabreichte, daß er die zur Fütterung der 
Raupen verwendeten Blätter stündlich mit dem Extrakt bespritzte. Die 
Extrakte waren lproz. Lösungen von Schilddrüsen-, Nebennieren-, Hypo- 
physen-, Hoden-, und Thymussubstanz, sowie Hefeextrakt. Die Versuche 
zeitigten kein einheitliches Resultat. Abderhalden hebt aber hervor, daß 
die uns hier interessierenden Nebennierentiere sehr klein blieben und viele 
mißartete Individuen hervorgegangen sind. 


Bei unseren in Rede stehenden Versuchen verfolgten wir den 
Zweck, nachzuweisen, was für einen Einfluß das Adrenalin und das 
Cholin auf die Entwicklungszeit der Raupen ausüben. 


Experimenteller Teil. 


Wie schon erwähnt, wurden die Versuche an Seidenraupen (Bombyx 
mori) ausgeführt. Die Eier wurden aus der staatlichen Seidenraupen- 
zucht aus Szehszärd bezogen. Bald nach der Ankunft der Eier krochen 
aus ihnen die kleinen Raupen heraus. Während 14 Tage wurden die 
kleinen Raupen mit Maulbeerblättern gut gefüttert, die wir täglich 
aus einem Walde in der Nähe von Budapest besorgten. Ende dieses 
Zeitraums waren die Tiere ungefähr 2,5cm lang. Sie wurden zu je 
zehn Stück in Gruppen geteilt und der Wirkung von Adrenalin und 
Cholinlösungen ausgesetzt. Die Lösungen wurden den Raupen auf 
die Weise verabreicht, daß wir sie mit Blättern fütterten, die mit den 
bezeichneten Lösungen mit einem Pinsel beschmiert wurden, wodurch 
die Blätter von den Lösungen ganz überzogen wurden. Die Versuche 
führten jedoch nicht zu einem handgreiflichen Ergebnis, so daß wir 
uns genötigt sahen, die Versuchsflüssigkeiten durch Injektionen direkt 
in die Raupen zu bringen. Die Injektionen wurden den Raupen in 
den Rücken in der Nähe des Kopfes auf die Weise gegeben, daß wenig- 
stens ein kleiner Teil der injizierten Lösung auch in das Rückengefäß 
hineinfloßB und daher der ganze Körper der Raupen von der Lösung 
durchspült wurde. Bei jeder Injektion wurden beiläufig 0,2 ccm Lösung 
verabfolgt, so daß die Hautfalten beim Kopfe prall ausgefüllt er- 
schienen. Die Flüssigkeit verteilte sich alsbald unter der Haut, und 
die Injektion hatte kein dauerndes Unwohlsein zur Folge. Die Raupen 
fraBen bereits 1 bis 2 Stunden nach der Injektion mit großer Gier 
wieder die Blätter. 


Das Cholinpräparat, nach einem neuen Verfahren hergestellt, ver- 
danken wir der Güte des Herrn Professor Dr. Géza v. Zemplén, wofür 
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wir ihm auch hier unseren besten Dank aussprechen. Das Cholin wurde 
nach der in unserer früheren Arbeit über Cholinwirkung (1925) er- 
wähnten Weise geprüft, und die Resultate stimmten mit den neuen 
Angaben von Abderhalden, Müller, Lohmann vollkommen überein. 


Bei den Adrenalinversuchen verabfolgten wir das Präparat Tonogen 
suprarenale Richter, Budapest. Solution 1: 1000. 


Wir verfügten über drei Versuchsreihen, wovon in der ersten die 
Raupen Cholin, in der zweiten Adrenalin und in der dritten Cholin und 
Adrenalin erhielten. Die Injektionen wurden jeden dritten Tag mit 
ganz frischen Lösungen ausgeführt, so daß jede Raupe insgesamt 
vier bis fünf Injektionen erhielt. Eine entsprechende Zahl von Kon- 
trolltieren wurden ebenfalls behandelt, doch erhielten diese als 
Injektionsflüssigkeit bloß reine Ringersche Lösung ohne Zusatz von 
anderen Stoffen. 


Die erste Versuchsreihe bestand aus fünf Gruppen, einer Kontroll- 
gruppe und vier Gruppen, deren Vertreter Lösungen injiziert erhielten, 
die pro Kubikzentimeter 2 bis 10 mg Cholin enthielten. Die erhaltenen 
Resultate sind aus Tabelle I ersichtlich. 









Tabelle I. 

Zahl der 
enthzk interkurrent 
eg zugrunde 
Cholin gegangenen 


1ere 


Kontrolltier 


Aus der Tabelle I ergibt sich, daß die Tiere am 34. Tage nach 
dem Ausschlüpfen aus den Eiern ihren Kokon zu spinnen begannen. 
Dies bedeutet wohl einen Tag Verspätung gegenüber der normalen 
Spinnzeit, doch muß diese Verspätung den operativen Eingriffen zu- 
geschrieben werden. Täglich wuchs dann die Zahl der spinnenden 
Raupen. Es zeigte sich, daß Raupen, die Cholin erhalten hatten, ein 
wenig später zu spinnen begannen, als die Kontrolltiere, wobei jedoch 
allerdings der Grad der Cholinwirkung mit der Menge des einverleibten 
Cholins in keinem rechten Verhältnis stand. Leider vertragen die 
Raupen das Cholin nicht besonders gut, indem während des Versuchs 
mehr als 12 Proz. von ihnen zugrunde ging. 





Wirkung von Adrenalin und Cholin auf die Entwicklungszeit usw. 353 


Die in die zweite Versuchsreihe eingeteilten Raupen erhielten 
Adrenalin, und zwar bekamen sie es in einer Lösung von 0,5 bis 0,01 mg 
pro Kubikzentimeter. Tabelle II enthält die Daten dieser Versuchs- 
führung. | 








Tabelle II. 
je , Zahl der 
enthält i Dauer der Raupenzeit in Tagen interkurrent 
mg | zugrunde 
Adrenalin | gegengenen 


Tiere 





DW 


Kontrolltier 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daß das Adrenalin auf die Ent- 
wicklungszeit der Raupen einen gewaltigen Einfluß ausübt, insofern 
sich eine Beschleunigung der Entwicklungszeit wahrnehmbar macht. 
Die Raupen begannen das Kokonspinnen bereits einen Tag früher 
als die Cholintiere, und die Zahl der Kokons stieg mit jedem Tage viel 
schneller an als bei den Cholintieren. Auch sehen wir, daß kleinere 
Konzentrationen eine viel günstigere Wirkung auf die Raupen hatten, 
als größere. Auch die Mentalität der Raupen war viel kleiner als bei 
den mit Cholin behandelten Raupen. 


Die Ergebnisse der dritten Versuchsreihe ersehen wir aus Tabelle III. 











Tabelle III. 

5 | Zahl der 
Beer nn Dauer der Raupenzeit in Tagen | interkurrent 
Cholia Adrenalin 8 SG 

10 0,5 4 
2 0,02 0 
1 0,01 0 

Kontrolltiere | 1 


Die Tiere erhielten ein Gemisch von Cholin und Adrenalin, und 
zwar in einer Konzentration von 1 bis 10 mg Cholin und 0,005 bis 0,5 mg 
Adrenalin pro Kubikzentimeter. Die zwei Stoffe vermengt, wirkten auf 
die Entwicklung hemmend, da die Kontrolltiere viel früher mit dem 
Spinnen der Kokons begannen als die Versuchstiere. 

Vergleicht man die Mittelwerte der Entwicklungszeit der Cholin- 
und Adrenalingruppen, sowie jener mit beiden Stoffen behandelten 
Raupen mit dem Mittelwert der Entwicklungszeit der Kontrolle (siehe 
Tabelle IV) — praktisch wird dies noch anschaulicher dargestellt 
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Tabelle IV 
KE Dauer der Raupenzeit in Tagen 

E AE IR AS FERNER 

aaa || > 2 l 3 6,3 | 83 | 86 

Cholin 0 1,2 17 | 45 | 6,5 7,5 

Adrenalin | 1 3,7 8,2 9,2 9,2 92 

ae 1 28-8 4 | 7 8,6 
u (Abb. 1), indem man die Zahl der 
g Kokons mit der Raupenzeit in ein 
Verhältnis bringt —, dann wird die 
á Verkürzung der Raupenzeit bei den 
g7 mit Adrenalin behandelten Tieren 
g ganz besonders auffallend ersichtlich. 
$f Demgegenüber verlängerte Cholin die 
Ss Raupenzeit, doch bei weitem nicht 
so ausgesprochen, wie dies bei der 





Verkürzung durch Adrenalin der Fall 
war. Das Gemisch der Stoffe hatte 
auch eine wenngleich nur wenig ver- 
längernde Wirkung ausgeübt. 


3 34 35 36 37 38 Zusammenfassung. 
Tag der Raupenzeit 
Ee Auf die ÆEntwicklungszeit der 


Seidenraupen wirkt Adrenalin ver- 


kürzend, Cholin sowie auch das Gemisch von Cholin und Adrenalin, 
hatte dagegen eine kleine Verlängerung der Entwicklungszeit zur Folge. 
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Über die Änderung im Gehalt des Blutes 
an lose gebundenem CO» 


Von 
H. Tangl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität. Budapest.) 
(Eingegangen am 29. März 1926.) 


Es ist schon längere Zeit bekannt, daß sich während der Ver- 
dauung die Menge einiger Bestandteile des Blutes verändert. Dies 
wird leicht verständlich, wenn man bedenkt, daß die Zellen, die an der 
Produktion der Verdauungssäfte beteiligt sind, große Mengen einiger 
Stoffe für die Bereitung der Verdauungssäfte dem Blute entziehen. 

So ist es bekannt, daß nach Porges-Leimdörfer und Mahovici!) während 
der Verdauung der Prozentsatz von CO, in der Alveolarluft ansteigt, welches 
Ergebnis nach ihnen auch von vielen anderen Autoren bestätigt worden ist. 
Hollö und Weiss?) zeigten in ihrer Arbeit, daß dieser Anstieg an CO, sich 
auf etwa 10 Proz. beläuft. Auf Grund dieser Angaben war vorauszusehen, 
daß auch die P-Konzentration des Blutes ansteigt. Daß diese Auffassung 
richtig ist, ergibt sich auch daraus, daß nach der Arbeit von E. Starling und 
E. B. Verney?) das Blut bis zu dem erträglichen Maß alkalisch wurde, 
falls der Magensaft durch eine Fistel abgeführt worden ist. Bei der Sekretion 
von Pankreassaft verschiebt sich dann diese Reaktion ein wenig gegen die 
saure Seite hin. 


In der Literatur fand ich indessen keine Angaben darüber vor, 
wie sich der CO,-Gehalt des Blutes bzw. des Serums während der Zeit 
der Verdauung verschiebt. Um diese Frage zu beantworten, ver- 
wendete ich Kaninchen, deren Serum ich während des Hungerns 
und der Verdauung auf CO, untersuchte. 


Methodik. 


Nachdem die Kaninchen vor den Versuchen 12 Stunden lang hungerten, 
gab ich ihnen nach der später zu beschreibenden Blutentnahme Kohlblätter. 
2 Stunden nach der Fütterung nahm ich dann wieder Blut. Die Blutentnahme 


1) Porges-Leimdörfer und Mahovici, Zeitschr. f. klin. Med. 78. 
2) Holló und Weiss, Klin. Wochenschr. 1924, I, S. 343. 
3) E. Starling und E. B. Verney, Pflügers Arch. 205, 47, 1924. 
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wiederholte ich bei einigen Kaninchen auch nach 3 bzw. 4 Stunden nach 
der Fütterung. Bei der Blutentnahme verfuhr ich folgendermaßen. Ich 
rasierte die Ohren der Kaninchen, und nachdem ich sie dann mit Toluol 
oder Xylol befeuchtete, traten die Adern stark hervor, wodurch die Blut- 
entnahme wesentlich erleichtert worden ist. Nach dem Abtrocknen bzw. der 
Verflüchtigung des Toluols oder Xylols (da durch diese Stoffe das Blut 
hämolysiert wird) entnahm ich Beem Blut, dessen Serum ich nach dem 
Abzentrifugieren in einen Scheidetrichter gab und mit Luft, die 5 Proz. 
CO, enthielt, durch 5 Minuten lang dauerndes Schütteln gut vermischte. 
In je Leem des so vorbereiteten Serums bestimmte ich dann den CO,- 
Gehalt im Apparat von Bareroft. 
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Te Të Tei Tass mr 
e s$ dt | SE 25 |+% Sa | Au EFSER 
ia a J e s NG DAS Ç 
= BE | E55 gasp Ana |3257 55 | JE Be 
5 5% HET | QavE Gë ni-i Gg = ur 
i $| Ogs |8834 1588 IER | Gëf 
16. III. | 1 | 288,6 | 3108 | — — |312| 97 125 
2 | 2064 | 3276 | 3276 | 325,5 | 31,2 | 94 | 103 
3 | 315,9 | 362,7 _ 468 , 12,9 7,5 
4 | 3276 | 3666 | — — 1390 | 106 24 
20. III. | 2 | 365,7 | 4028 | — = (r| 92 141 
3 | 297 | 3339 | — — |742 | 22 | 154 
A | 3 | 9 — en E dës A "e 16,0 
5 | 2650 | 323,3 | 3180 | — | 58,3 |18 9.0 
28. III. | 1 | 4505 4929 | 4876 | 4852 | 424 Së 6,5 
2 | 466,4 | 4876 | — = A SC A8 42 
$ | 418,7 | 4770 | — — | 583 | 122 | 104 
4 | 386,9 | 429,3 | 413,4 — 33,4 7,7 8,2 
5 | 418,7 | 4505 | — ee: (138 TO 9,1 
1. IV. | ı | 4399 4452 | 450,5 | 452 | 53 | Lë 6,1 
2 | 418,7 | 505 | — em | Sie | 70 6,7 
3 | 4187 | 499 | — =. | 18] 48 3,5 
A | 3763 asa | a0 | — |371 | 99 6,6 
5 | 3763 | 4193 | — — |430 | 102 5.3 





Die Resultate der in der Tabelle angeführten Angaben zeigen, daß 
meine Erwartungen vollauf bestätigt worden sind. Ich fand nämlich, 
daß der CO,-Gehalt des Serums während der Verdauung ansteigt und 
dieser Anstieg etwa 10 Proz. beträgt. Dieser Anstieg wird dadurch 
erklärt, daß bei der Verdauung im Magen Salzsäure sezerniert wird, 
die sich aus dem NaCl des Blutes bildet, wobei sich nach der chemischen 
Gleichung NaCl + H,O = HCl + NaOH neben der Salzsäure auch 
NaOH bildet. Da sich das NaOH in dem Blute an Kohlensäure bindet, 
so entsteht aus NaOH NaHCO,. Eine Stütze würde diese Auffassung 
gewinnen, falls es sich bestätigen sollte, daß sich der NaCl-Gehalt des 
Blutes während der Verdauung verringert. Dies bestätigte sich nun 
tatsächlich bei den von Herrn Johann Mosonyi an denselben Kaninchen 
ausgeführten Untersuchungen, bei denen er im Blute während der 
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Verdauung eine Abnahme von etwa 10 Proz. im NaCl-Gehalt des 
Blutes feststellen konnte. Die von ihm ermittelten Werte finden sich 
in meiner Tabelle angeführt. 

Da meine Versuche eine Steigerung des CO,-Gehalts des Blutes 
während der Verdauung zeigten, Mosonyis Daten hingegen eine Ver- 
minderung der NaCl-Menge während derselben Zeit aufwiesen, da 
ferner nach Starling und Verney bei der Verdauung eine Verschiebung 
der Reaktion des Blutes gegen das Alkalische eintritt, kann ich den 
Schluß ziehen, daß diese Steigerung im CO,-Gehalt des Blutes im Zu- 
sammenhang mit der Magensäurebildung steht. Daneben können aber 
auch noch andere Nebenumstände mit im Spiele sein, so kann in dieser 
Beziehung an die Arbeit der Verdauungsdrüsen gedacht werden, ferner 
ist vielleicht auch damit zu rechnen, daß die Tiere während des 
12 Stunden langen Hungerns einen guten Teil ihres Leberglykogens 
verbraucht hatten und nach dem Füttern mit kohlehydratreicher 
Nahrung die Kohlehydrate alsbald verbrannten und dadurch CO, 
bildeten. 

Zusammenfassung. 

Während der Verdauung steigt der CO,-Gehalt des Blutes um 
etwa 10 Proz. an. Dies steht in der Hauptsache mit der Säurebildung 
im Magen im Zusammenhang, vielleicht spielt jedoch hierbei auch die 
Verdauungsarbeit der Drüsen und die vermehrte Kohlehydratver- 
brennung nach dem Hungern eine wenngleich mindere Rolle. Der 
Anstieg des CO,-Gehalts des Blutes steht im Zusammenhang mit der 
Erhöhung der CO. Menge in der Alveolarluft während der Verdauung. 


Über die Beeinflussung der Glykolyse von lebenden Hefezellen. I.2) 


Von 
W. Schoeller und M. Gehrke. 


(Aus dem Hauptlaboratorium der Chemischen Fabrik auf Actien 
vorm. E. Schering, Berlin. Mitteilung IV.) 


(Eingegangen am 29. März 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 


Die Arbeiten Otto Warburgs und seiner Mitarbeiter (l) über den 
Stoffwechsel von Tumorzellen haben die Bedeutung der glykolytischen 
Spaltungsvorgänge für das normale und pathologische Wachstum im 
Organismus klargelegt. Nach dieser Warburgschen Theorie besteht 
zwischen embryonalem und Tumorgewebe nur ein gradueller Unter- 
schied, dahingehend, daß das Verhältnis von Glykolyse zur Atmung 
im Tumor zugunsten der ersteren um so mehr verschoben ist, je maligner 
er wird. | 

Es ergab sich im Hinblick auf diese Zusammenhänge die Aufgabe, 
nach Stoffen zu suchen, welche die Glykolyse zu hemmen vermögen, 
um so das pathologische Wachstum zu beschränken. Darüber hinaus 
bestand die Möglichkeit, daß unter den gärungshemmenden Stoffen 
sich Substanzen würden finden lassen, welche den Mechanismus der 
glykolytischen Fermente ebenso spezifisch zu treffen vermöchten, wie 
die Blausäure nach Warburg (2) das Atmungsferment. 

Wir stützen uns bei unseren Untersuchungen ferner auf die Be- 
funde Neubergs (3) und Meyerhofs (3a), welche dartaten, daß die ersten 
Phasen der Gärung bis zur Stufe der Milchsäure bzw. dem Methyl- 
glyoxal im Muskel und in der Hefe die gleichen sind. Die sie hervor- 
rufenden Fermentgruppen, Phosphatase, Carboxylase usw., werden 
durch Milieuänderungen gleichsinnig beeinflußt. Wir wollen nun nicht 
entscheiden, ob diese Fermentgruppen in der Hefe, im Muskel und 








1) Vorgetragen auf der Versammlung südwestdeutscher Hochschul- 
lehrer der Chemie in Gießen am 24. April 1926. 
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im Tumor identisch sind, glauben aber voraussetzen zu dürfen, daß 
sie Mechanismen isologen Aufbaues darstellen, bestehend etwa aus 
katalytischem Anteil, Protoplasmaoberfläche und Coferment, so daß 
sie auf den Angriff pharmakologischer Agenzien, wie etwa der Narkotica, 
gleichsinnig reagieren. Dies ist in der Tat der Fall, denn die Milchsäure- 
gärung sowie die alkoholische Gärung unterbleiben unter dem Einfluß 
geeigneter Narkotica beide vollständig und es wird nicht etwa die 
alkoholische Gärung auf ihre Glykolysephase beschränkt. 

Wir haben daher als Glykolyseform die alkoholische Gärung und 
als ihren Träger die Hefezelle gewählt, welche dem biologischen Expe- 
riment leicht zugänglich ist, und haben diese unsere Untersuchungen 
in Parallele gesetzt zu den Untersuchungen, die Yabusoe (4) auf Ver- 
anlassung von Warburg an der Glykolyse der Carcinomzelle durch- 
geführt hat. 

Die Hemmung der Glykolyse in der lebenden Hefezelle kann 
einmal eine indirekte sein, indem Eingriffe, welche den Stoffwechsel 
der Zelle zu schädigen vermögen, zugleich auch den normalen Ablauf 
der Glykolyse unmöglich machen, ohne eigentlich in ihren Mechanismus 
einzugreifen, z. B. durch Schädigung der Plasmahaut oder des Zell- 
inhalts usw. Andererseits müssen sich die glykolytischen Fermente 
im Sinne der Warburgschen Narkosetheorie direkt hemmen lassen, 
denn oberflächenaktive Stoffe vermögen das Substrat, worunter wir 
das Objekt der Fermentation verstehen wollen, von jenen Stellen an 
den Strukturflächen des Protoplasmas zu verdrängen oder seinen 
Zutritt zu verhindern, wo wir uns den Sitz der glykolytischen Ferment- 
gruppen zu denken haben. 

Schließlich aber ist auch die Hemmung der Glykolyse dadurch 
denkbar, daß man durch chemische Eingriffe das Coferment ausschaltet. 

Dieser dreifachen Gliederung der Aufgabe sind auch unsere Unter- 
suchungen angepaßt, wobei wir den erreichten Effekt als Hemmung 
der Glykolyse gemessen haben, und nicht als Wachstumshemmung 
oder Abtötung der Hefezellen im Sinne der Arbeiten von Bokorny (5), 
denn die Hemmung des Wachstums braucht mit der der Glykolyse 
nicht notwendig verbunden zu sein. 

Die Aufgabe der Gärungshemmung durch Gesamtschädigung bot 
uns zunächst weniger Interesse; wir haben unsere diesbezüglichen 
Versuche nur auf Substanzen mit feinerem Angriffsmechanismus 
(Blockadewirkung) beschränkt und am Beispiel geeigneter organischer 
Quecksilberverbindungen ausgeführt. 

Die Ausschaltung des Coferments läßt nach diesbezüglichen Vor- 
versuchen eine spezifische Wirkung erhoffen, wir möchten sie indessen 
einer besonderen Mitteilung vorbehalten, so daß in der vorliegenden 
Arbeit hauptsächlich diejenigen Substanzen besprochen werden sollen, 
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welche die Gärungsfermente im Sinne der Warburgschen Narkose- 
tbeorie angreifen. 

Diese Aufgabe ist nach unserer Auffassung erstmalig von Dorner (6) 
auf Veranlassung von Warburg unternommen worden, und zwar als Gärungs- 
hemmung an lebenden Hefezellen sowie am Hefepreßsaft. Zur Unter- 
suchung kam die auch in bezug auf die Hemmung der Atmung von Warburg 
studierte Urethanreihe sowie die entsprechenden Harnstoffe, einige höhere 
Alkohole, Ketone und Nitrile. Die Parallele zu den gleichsinnigen Ver- 
suchen am Atmungsferment ist eine so vollständige, daß Dorner sich be- 
rechtigt sieht, auf eine benachbarte räumliche Anordnung der beiden 
Fermente in der Hoefezelle zu schließen. Warburg und Wiesel (7) fanden 
ferner, daß auch die Gärung von Acetondauerhefe narkotisch gehemmt 
werden kann. 

Wir haben unsere eigenen Untersuchungen diesem Vorbild an- 
geschlossen, uns aber auf die Versuche an lebenden Zellen beschränkt 
und nicht an isolierten Fermenten gearbeitet, wie dies z.B. auch 
P. Rona (8) getan hat. Wir wollten unseren Agenzien nicht die Aufgabe 
ersparen, die Zellmembran durchdringen zu müssen. 


Die Auswahl der in Frage kommenden Substanzen ist uns nach 
orientierenden Vorversuchen durch den Einblick in die folgende Be- 
ziehung ermöglicht worden. Wie Dorner richtig empfunden hat, kommen 
nur oberflächenaktive Substanzen für die Gärungshemmung im Sinne 
der Narkosetheorie in Frage, doch wurde uns aus den schier unbegrenzten 
Möglichkeiten die Auswahl durch den Hinblick auf die folgende Beob- 
achtung erleichtert. 

Vergleicht man nämlich zwei Stoffe von annähernd gleicher Ober- 
flächenaktivität, aber verschiedenem elektrischen Charakter, wie etwa 
abietinsaures Natrium und Vuzinchlorhydrat (Tabelle I), bezüglich 
ihres Einflusses auf die Glykolyse der Hefezelle, so zeigt sich das 
Alkaloid der Säure ganz wesentlich überlegen. 


CHCH, CH 
AS HOH CH, WE GH CH, CR 


WW 


Kee C,H,O N ba 
OOH 
CH(CH,), Au? 
N 


Abietinsäure. Vuzin. 


Diese Tatsache findet ihre Erklärung darin, daß wir das Plasma 
der Hefezelle als negativ geladen anzunehmen haben, so daß die nach 
dem Permeieren sich einstellenden Gleichgewichte im Sinne der Donnan- 
schen Theorie zugunsten der Base verschoben sind. Wir haben daher 
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unter den oberflächenaktiven Substanzen denen mit basischem 
Charakter, also ‚den oberflächenaktiven Kationen‘, unsere besondere 
Aufmerksamkeit gewidmet. 


II. Versuchsbedingungen. 


Zu unseren Versuchen fand die untergärige Bierhefe der Berliner 
Versuchs- und Lehrbrauerei Verwendung. Die Bedingungen waren in 
den Hauptversuchen stets die gleichen. Als Apparatur dienten die von 
Warburg (9) angegebenen Barcroft-Manometer. Die Gefäße von 25 ccm 
Fassung enthielten 8ccm m/15 primäres Phosphat von pe 4,529 mit 
8 mg Hefe. Ferner Leem 10proz. Glucoselösung und Leem der zu 
prüfenden Substanzlösung, derart, daß die Konzentration an Substanz 
gewöhnlich molar 10°, 10-#,.10-° und 10-$ war. Die Hefe enthielt 
durchschnittlich 28,4 Proz. Trockensubstanz. Der Gasraum war mit 
Stickstoff gefüllt. Die Glykolyse ging also unter anaeroben Bedingungen 
vor sich, und zwar im Thermostaten bei 37,50. Nach einer Inkubations- 
dauer von 45 Minuten wurde mit den Messungen begonnen und nach 
1 Stunde das Endergebnis festgestellt. Zur Korrektur von Luftdruck- 
und Temperaturschwankungen wurde ein Thermobarometer mit- 
geführt. 

Trägt man nun als Ordinate die prozentuale Hemmung auf, als 
Abszisse den Logarithmus der Konzentration, so kann man durch gra- 
phische Interpolation den Schnitt- o, 


punkt der Kurve mit einer zur 700 
Abszissenachse parallel gezogenen 90 u 
Geraden finden, die einer 50proz. #0 2 SE 
Hemmung entspricht. Dieser 70 
Schnittpunkt liefert dann auf der 5 
Abszissenachse den zugehörigen sy 
Logarithmus, dessen Numerus wir ` 
als Wirkungszahl bezeichnen. Die „, GK 
nebenstehende Kurventafel mag INN 
diesam Beispiel der Morgenrothschen EEE 8 
Chininderivate erläutern. = SES e Wo 
Durch Innehaltung der kurzen ý AEN E 
Versuchndauer und wegen des Du Zi A7. 
Fehlens aller andern Nährsubstan- es 
zen glauben wir, daß eine Ver- = 
mehrung der Hefe während der Versuchsdauer praktisch nicht in 
Frage kommt, zumal bekannt ist, daß das Wachstum von Hefezellen 
durch narkotisch wirkende Stoffe stärker gehemmt wird als ihr Gärungs- 
vermögen [Kisch (10)]. 
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Zu den orientierenden Vorversuchen wurden einfache Saccharo- 
meterröhrchen verwandt, die mit steigenden Giftkonzentrationen 
beschickt waren. 


III. Experimenteller Teil. 


1. Oberflächenaktive Säuren. 
Tabelle I. 


EE m mm m m sr mm sinn EE 


Hemmung 
der Glykolyse 
durch eine Lösung 
von m.10-t 





Tropfenzahl 
Stoff w 


Wirkungszahl asser Ai 











l. Dehydrocholsaures Na . . . ` 5 u — | 





2. Cholsaures Na. ...... | 11,5 

3. Abietinsaures Na ..... 20,0 

4. Atophan Na. ....... 
Zum Vergleich: 

i 82 | 63100 | 77 


82 
46 


Wir sehen aus der Tabelle I die geringe Wirkungszahl der ober- 
flächenaktiven Säuren gegenüber einer nicht ganz so aktiven Base. 
Atophan mit seinem basischen Chinolinrest deutet durch schwach 
amphoteren Charakter eine Besserung der Wirkung an. 


2. Organische Quecksilberverbindungen. 








Tabelle II. 
E Hemmung | 
der Glykolyse i 
Stoff durch eine Lösung Wirkungszahl | Bemerkungen 
von m. 10-4 
in Proz. | 
Afridol. 4-28 ae wre 28. 4 5 75 33 730 
Asurol .. wur. EE A 55 13 335 
Novasurolanhydrid . . ... . 56 8 913 als Na.Salz 
Novasurol . . . 2. 2 222.0. 24 4 217 
Mesinurol `, aae’ | 1 631 
Mesinuroleyanid . . ...... 0 133 


Zum Vergleich: 
Sublimat .. 2... 2222020. 100 ı 63100 


Diese Verbindungen sind bereits von Schoeller und Schrauth (11) 
auf ihre Desinfektionswirkung vergleichend geprüft und ihr Wirkungs- 
mechanismus aufgeklärt worden. ‚Es zeigt sich nun, daß zwischen 
ihrer Desinfektionskraft und ihrer hemmenden Wirkung auf die 
Glykolyse eine weitgehende Parallelität besteht. Die Desinfektions- 
kraft dieser Körperklasse gegenüber pathogenen Bakterien wurde im 
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Sinne der Untersuchungen von Morawitz und von Putter als Adsorption 
und Blockadewirkung aufgefaßt (12). Es liegt also nahe, anzunehmen, 
daß in diesem Falle die Gärungshemmung durch Adsorption der 
Stoffe an der Plasmahaut zustande kommt. 


Eine Gesamtschädigung der Hefezelle muß auch für die Einwirkung 
der Saponine angenommen werden. Boas (13) fand, daß Saponin infolge 
der Änderung des kolloidalen Zustandes der Plasmahautlipoide im Sinne 
einer gesteigerten Permeabilität die Vergärung von Zucker mit Hefe fördert. 
In Verbindung jedoch mit Salzen ein- und zweiwertiger Kationen führt 
es rasch zur Aufhebung jeglicher Gärung und zum Tode der Zelle. Diese 
Wirkung kann durch Zusatz eines andersartigen Kations teilweise auf- 
gehoben werden. Auch Säuren bewirkten eine Entgiftung der Salz-Saponin- 
kombination, während Nichtelektrolyte wirkungslos sind. Nach ihm deuten 
seine Ergebnisse auf kolloidale Vorgänge in der Plasmahaut hin und er- 
strecken sich scheinbar auf eine Änderung des Dispersitätsgrades der Plasma- 
hautlipoide. 























3. Alkaloide. 
Tabelle III. 
Chininderivate. 
E o li Hemmung l i 
i| der Glykolyse mo Lösungen 
Stoff | durch eine Lösung | Wirkungszahl ropfenzahl 
von m.10-4 Wasser 41 
a en = | g in Proz. 
REENEN E Ae — SE E E EE 
Chininhydrochlor . . . .. . - Ä 13 S 436 43 
Optochin hydrochlor .. . . . | 13 Ä 1 200 
Eueupin bihydrochlor .. . . ` 67 20 900 
Vuzin bihydrochlor..... . . | 82 | 63 100 77 
Chininformiat . . . . . | 0 | 363 
Cinchonin . . .. 2. 222.0. | 6 | 575 
Cinchonidin . . .. 2.2... 0 | 1 069 
Chinen. .. saesae aae aà’ 0 | 158 
Protochin*) e, | 0 i >m 
Zum Vergleich: 
Collein.. ror srce a e sh | H , mm 


*) Ein wasserlösliches Gemisch gleicher Teile Chinin und Coffein. 


Vergleiche auch die Kurventafel auf Saite 361. 


Die Wirkung des Chinins auf die Hefezellen ist bereits von Joachi- 
moglu (14) untersucht worden, welcher bei einer Konzentration von 1: 364 
bis 1: 675 eine Hemmung der Hefegärung feststellte. P. Rona (8) und seine 
Mitarbeiter prüften die Wirkung des Chinins und seiner Derivate auf die 
freien Fermente, speziell auf Invertase und Lipase. Sie fanden, daß die 
Konzentrationshemmungskurve eine Adsorptionsisotherme darstellt. Die 
Wirkung der einzelnen Homologen auf die Lipase entspricht ihren die 
Oberflächenspannung erniedrigenden Fähigkeiten, ebenso läßt die Wirkung 
des Chinins auf die Invertase die Deutung als Adsorptionsvorgang zu. 
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Die von uns an den lebenden Hefezellen ermittelten Hemmungen 
stimmen in ihrer Größenordnung und Reihenfolge mit denen von 
Rona recht gut überein, so daß wir auch hier einen Adsorptions- 
vorgang anzunehmen haben, bei dem der Zusammenhang mit der 
chemischen Konstitution darin klar zutage liegt, daß mit wachsendem 
Oxalkyl in 6-Stellung des Chinolinkerns die Wirkung zunimmt. Die 
Reversibilität der Gärungshemmung wurde nicht untersucht. 


Bezüglich anderer Alkaloide liegt eine Arbeit von Rona, van Eweyk 
und Tennenbaum (15) vor, welche den Einfluß von Alkaloiden der Atropin-, 
Cocain- und Morphinreihe auf die Invertase untersuchten. Auch wir baben 
Alkaloide dieser Reihen geprüft und die Untersuchung noch auf andere aus- 
gedehnt. 


Die folgende Tabelle IV gibt die Resultate. 











Tabelle IV. 
Andere Alkaloide. 
der SEH. 
Stoff durch eine Lösung | Wirkungszahl 
Atropin sulfuric . ...... 18,3 — 
Hyoscyamin hydrochlor . .. 15,5 — 
Scopolamin hydrobrom . ... 16,5 — 
Cocain hydrochlor ...... 13,0 — 
Psicain bitartaric. . . .... 31,0 2 690 
Morphin hydrochlor ..... 15,0 — 
Coden phosphoric ...... 17,6 — 
Dionin hydrochloric ..... 20,0 _ 
Peronin sulfuric ....... 62,6 14 450 
Pilocarpin hydrochlor .... 18,8 — 
Brucin sulfuric .. ...... 220 — 
Strychnin hydrochlor. .... 59,8 - 18 200 
Corydalin hydrochlor . .... . 31,0 2819 
Veratrin hydrochlor . .. . . 51,4 14 100 
Coniin hydrochlor ...... 0 — 
Nicotin hydrochlor . . ... . 0 —_ 
Strophantin . . ... 2... 15 — 


Die untersuchten Alkaloide haben fast alle eine hemmende Wirkung 
auf die Glykolyse der Hefezelle gezeigt; doch ist diese relativ schwach 
im Vergleich zum Eucupin und Vuzin. Nur das Strychnin und das 
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Veratrin zeigen eine erheblichere Wirkung, während das Nikotin und 
das Coniin gänzlich ausfallen. Die Tropfenzahlen bewegen sich auch 
bei den meisten in der Größenordnung 40 bis 50, während sie bei den 
optimalen Chinalkaloiden 67 und 82 beträgt. Wie bei diesen, zeigt 
sich auch in der Reihe der Morphinderivate der wirkungssteigernde 
Einfluß des wachsenden Alkyls. 

Wir glauben hier die folgende Beziehung annehmen zu dürfen: Ist 
ein Alkaloid als Base wasserlöslich und zugleich löslich in organischen 
Solvenzien, so wird es als Salz in der wässerigen Lösung von einem 
Adsorbens um so leichter gebunden, je geringer seine Wasserlöslichkeit 
ist. Im Sinne der von Traube (16) entwickelten Anschauung wird das 
Milieu auf diesen Vorgang einen Einfluß haben, dahingehend, daß mit 
steigender Acidität dieser Vorgang gehemmt, mit steigender Alkaleszenz 
gefördert wird. So ist die Oberflächenaktivität, gemessen an der Tropfen- 
zahl der Salze, auch bei Kationen kein absolut strenges Maß für ihre 
Wirkung, denn diese wird dementsprechend eine Funktion des Zell- 
milieus sein. Die Fähigkeit zur Adsorption ist vielmehr entscheidend, 
und bei dem bekannten Widerstreit (16a) zwischen der Traubeschen 
Haftdrucktheorie und der Adsorptionstheorie Warburgs andererseits 
möchten wir ganz entschieden der letzteren den Vorzug geben, denn 
nur sie ermöglicht die Berücksichtigung der elektrischen Charaktere 
der oberflächenaktiven Substanzen im Sinne des Donnanschen Gleich- 
gewichtes, was bei der Traubeschen Theorie und ihrer stalagmo- 
metrischen Basis unmöglich ist. Denn prüft man das Verhalten zweier 
Alkaloidchlorhydrate von annähernd gleicher Tropfenzahl in ihren 
Molarzehntellösungen bezüglich ihres Verhaltens der Kohle gegenüber, 
etwa das Morphinchlorhydrat (Tropfenzahl 41) und das Nikotin- 
chlorhydrat (Tropfenzahl 40; Wasser 40) so findet man, daß an je 
0,1 g Adsorptionskohle Kahlbaum aus 50 ccm der Lösungen 0,0364 g 
Morphin und 0,001 g Nikotin adsorbiert sind. Gleichzeitig hat sich 
das pn der Lösungen geändert, z. B. beim Morphin vor der 
Zugabe der Tierkohle pa = 5,08, nach Beendigung des Versuchs 
Ppa = 4,97. 

Wir behalten uns vor, durch weitere Versuche am Kohlemodell 
die Adsorption der Alkaloide bezüglich ihrer Verteilung im Organismus 
genauer zu studieren, speziell im Hinblick auf ein adsorptiv-kon- 
kurrierendes Medium, glauben aber, schon durch diesen orientierenden 
Vorversuch eine weitere Stütze für die Adsorptionstheorie der Narkose 
gegenüber der Haftdrucktheorie (16) beigebracht zu haben. 

Nicht unerwähnt soll hier bleiben, daß wir beim Arbeiten mit 
Konzentrationen von molar 10-° fast immer eine stimulierende 
Wirkung auf die Gärung beobachtet haben [vgl. hierzu Neuberg und 
Sandberg (17)]. 
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4. Farbstoffe. 
Tabelle V. 
Farbstoffe der Triphenyl- und der Diphenylnaphthyl- 
methanreihe. 
© | Hemmung | nn 
| der Glykol se 
Farbstoff ' durch eine Lösung Ä Wirkungszahl Bemerkungen 
| von m .10-t 
en ën 1 ` 
E EE SC en 
Pararosanilin | 96,2 52 490 ` basischer Farbstoff 
Rosanilinacetat . . | 46 8710 e 
Malachitgrün . . . 36 5 250 S 
Kristallviolett : | 62 17380 . S 
Methylgrün | 87 39 820 $ 
Brillantgrün 91 251 200 š 
Violett R . 80 125 900 2 
arosan 100 30 200 ,  Monochlor 
Setoglaucin O 86 83 180 | S ` 
Setocyanin O 72 199 600 | a Š 
Firnblau . .... 96 > 1000 000 ` -  Dichlor 
Victoriablau 6 B 98 91 200 ` , ` Naphthyldiphenyl 
Nachtblau . .. . 100 708 000 S E 
Chromgrün BD. . 63 5012 | Carbonsäure 
Chromgrün GD. . 39 — S 
Rosolsäure .. . . 34 — 2 OH-Gruppen Pseudosäure 
Wasserblau . 0 — Sulfosäure 
Guineagrün ... l — . u OH 
Säurefuchsin . . . 0 — | ` „ OH 
Säureviolett 15 | — 8 
Erioglaucin ; 28 — í . OH 
Cyanol FF.... 0 = S 
Xylenblau AS . 6 > e „CH; 
Isaminblau 6B. . 11 — ` 
Nachtgrün SF... 34 — . -Cl 
Säureviolett A BNS " 44 6310 | Naphthyldiphenylsulfosäure 
Wollgrün S . 0 — | S u. OH 
Wollgrün BS. 0 — i 3 , OH 
Tabelle VI. 
Chinolinfarbstoffe. 
1 cm u nn 
der Glykolyse 
Farbstoff durch eine Lösung | Wirkungszahl 
von m.10-t | 
) in Proz. 
Y Atron s u. ae A er A e | 10 — 
Cyanıns 22 zu es 0 — 
Pinachrom . ......... 2,6 3 162 
Pinacyanol . . .... 2... 100 200 000 
Orthochrom T ........ 43 | 6 310 
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Tabelle VII. Acridinfarbstoffe. 





Hemmung 
der Glykolyse 


Farbstoff durch eine Lösung Ä Wirkungszahl 
von m. 10-* 
in Proz. 




















H 
Rivanol .. 2... 2 2.000. | 100 | 631 000 
Trypaflavin `... | 66 | 20900 
Aeridingelb ......... | 52 | 11500 
Acridinorange NO ...... | 94 | 31 450 
Neu-Acridinorange R. .... 98 31 500 
Benzoflavin . ....s. ses’ ' 100 38 020 
Homophosphin ........ 92 120 000 
Phosphin extra. `... | 89 | 25 100 
Tabelle VIII. Azofarbstoffe. 
Hemmung f 
der Glykolyse i 
Farbstoff durch eine Lösung | Wirkungszahl | Bemerkungen 
von m. 1 | 
in Proz. j 
Bismarckbraun . 95 > 1 000 000 | Basischer Farbstoff 
Janusblau .... 92 502 000 | S $ 
Kresotingelb . 4l — Benzidinreibe, Carbonsäure 
Congorot .. 0 — | 3 Sulfosäure 
Acetopurpurin 8B d — | e f 
Trypanrot. ... | 15 — | R S 
Sulfonazurin D. | 19 — R x 
Trypanblau à 3 — Tolidinreihe, S 
Dianilblau.. .. . | 0 — è 8 
DiazurinB . 0 — Dianisidinreihe, „ 
Brillantazurin 5 c | 8 — 2 
Orange IV.... 11 — Sulfanilsäure, Diphenylamin 
Mandarin C 3 — Pr ß+Naphthol 
Tabelle IX. Andere Farbstoffe. 
|l Hemmung | 
der Glykolyse 
Farbstoff | durch eine Lösung ` Wirkungszahl 
von m.10- 
in Proz. 
Safranine. 
Safranin . . . 2 2 2 2 2202. | 73 30 200 
IndazinM . . . .. 2 22.2. | 99 316 000 
Methylenviolett BN ..... | 90 1 000 000 
Rhodulinrot G .. . ..... 69 355 000 
Oxazine 
Nilblau BB ......... | 100 355 000 
Neublau B.......... j 100 35 000 
Neuechtblau F... | 97 48 000 
ChoelestinblauB....... | 19 ca. 1 100 
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Tabelle IX (Fortsetzung). 




















| Hemmung 
| der Glykolyse 
Farbstoff durch eine Lösung | Wirkungszahl 
" von m. 10% 
SE len En in Proz. 
Thiazine. 
Methylenblau ........ | 21 27% 
Neu-Methylenblau N..... 95 66 000 
Thioninblau . ........ ` 46 — 
Phthaleine. 
Uranin. + x assesses‘ ' l — 
ENEE | 89 43 660 
Erythrosin . . . 2 2.2200. Ä 95 52 500 
Rose bengale G . . ..... | 56 13 180 
Rose bengale 3B. ...... 66 i 22 120 
Xanthone. 
Brillant-Kitonrot BO. .... — — 
Echtsäureviolett BO ..... — — 
Echtsäureblau B. ...... 25 — 
Rhodamin B......... 43 | 5 624 
Rosinduline. 
Rosindulin 2G........ N 0 — 
Indulinscharlach . . . .... f 91 30 300 
Neutralblau `, | 36 — 
Diverse. 
Primulin gelb ........ | 0 — 
Anthrachinonviolett O .... | 0 < 
Alizarinsulfosaures Na D 28 — 
Auramin OÖ. .... 2220. | 32 4 365 
Flavindulin ON ....... 95 63 000 
Diaminodiphenyliminomethan . 0 — 
Neutralrot . . . . 2 2 220. | 91 14 450 


Zur Berechnung des Molekulargewichts der Farbstoffe benutzen 
wir, soweit als möglich, die Schultzschen Farbstofftabellen, 6. Auf- 
lage, 1923. 


Über die Wirkung der Farbstoffe auf Hefezellen liegen bereits mehrere 
Arbeiten vor. Bokorny (17a), der eine chemische Bindung zwischen Farb- 
stoff und Hefezelle postuliert, fand, daß Anilinfarben, besonders solche mit 
großem Farbvermögen, die Hefezellen noch in einer Verdünnung von 
1: 100000 abtöten, bei welcher Konzentration die stärksten Gifte anderer 
Art nicht mehr wirksam sind. Er untersuchte in lproz. Lösungen das 
Fuchsin, Jodviolett, Methylgrün (geringe Giftigkeit) Malachitgrün, Tro- 
päolin, Eosin, Chrysoidin, Viktoriablau und Dianilschwarz. Die Wirksamkeit 
dieser Farbstoffe soll mit der Temperatur steigen. Euler und Florell (18) 
unterscheiden zwei Wirkungsarten. Entweder können die Farbstoffe in die 
Zelle eindringen und darin chemisch gebunden oder durch ihre Löslichkeit 
nach dem Verteilungssatze festgehalten werden. Die Oberflächenadsorption 
scheint die häufigere Erscheinung zu sein, oft tritt aber beides gleichzeitig 
ein, wobei die Adsorption nicht nur von der Farbstoffkonzentration und der 
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Temperatur, sondern auch von der pg der Milieus und der Gärtätigkeit 
der Zellen abhängig ist. Welche der Bindungen auch eintritt, die Gärfähigkeit 
der Zellen wird geschädigt und vital gefärbte Zellen arbeiten unter patho- 
logischen Bedingungen. Die Versuche wurden mit Chyrsoidin, Janusblau, 
Ponceau R und Methylenblau ausgeführt. Ferner ist hier noch der Arbeit 
von Rohland und Heyder (19) zu gedenken, welche als erste den Einfluß 
der Konstitution der Farbstoffe für die Adsorption an der Plasmahaut 
erkannten, ohne jedoch eine Gesetzmäßigkeit nachweisen zu können. 
J. Schumacher (20) glaubt die salzartige Bindung basischer Farbstoffe an 
die Nucleinsäure des Zellkerns annehmen zu müssen, dadurch, daß nuclein- 
saure Farbstoffe nicht mehr die Zelle zu färben vermögen; wenngleich wir 
letztere Beweisführung ablehnen müssen, möchten wir seinem Resultat 
beipflichten. Für das vorliegende Problem kommt dies insofern nicht in 
Frage, als die Zellkerne wohl das Wachstum der Hefezellen regulieren, 
schwerlich aber ihre Glykolyse. 

Zur Deutung des in unseren Tabellen wiedergegebenen experi- 


mentellen Materials haben wir uns die folgenden Vorstellungen gemacht: 


Daß die sauren Farbstoffe nur von geringer Wirkung sind, ist im 
Hinblick auf Tabelle I und die dort klargelegten Beziehungen selbst- 
verständlich. Die weit intensivere Wirkung der basischen Farbstoffe 
schwankt indessen auch zwischen weiten Grenzen, weil sie die Resultante 
verschiedener Momente darstellt. 


Auf die Bedeutung des Kationencharakters ist zur Genüge hin- 
gewiesen. Dazu kommt im vorliegenden Falle der kolloidale Charakter 
sowie das Dipolmoment, welches im Sinne der Lorenzschen Theorie (21) 
die Adsorption begünstigt. In jeder Hinsicht sind weitgehendste Über- 
gänge vorhanden. Für die Intensität dieser Momente ist naturgemäß 
die chemische Konstitution verantwortlich, und ähnlich wie bei den 
organischen Quecksilberverbindungen (12), den Chinaalkaloiden und 
der Morphinreihe zeigt es sich, daß ein gegebener Grundtyp eine 
Steigerung seiner Wirkung erfährt, wenn man die an sich schon vor- 
handene Adsorptionsfähigkeit seines Grundmoleküls durch Einführung 
geeigneter solvatisierender Substituenten, wie Halogen, Alkyl, Oxalkyl, 
Aryl usw. steigert. Zum Beweis führen wir die Phthaleine(Tabelle IX) an, 
deren Wirkungszahl von 0 bis 50000 anzusteigen vermag, wenn man 
sie mit Halogen substituiert. Gleichsinnig wächst der Wirkungswert 
der an sich schon stark wirksamen Triphenylmethanfarbstoffe 
(Tabelle V) vom Malachitgrün von 5000 über Tryparosan mit 30000 
zu der entsprechenden Dichlorverbindung, dem Firnblau, an, dessen 
Wirkungswert eine Million übersteigt. 

Diese Wirkung wird sofort geschwächt oder vernichtet, wenn man 
hydratisierende Gruppen, wieCarboxyl-, Sulfo-, Polyoxygruppen einführt, 
so daß die hier gefundenen Resultate weitgehende Ähnlichkeit zu den Be- 
ziehungen besitzen, welche für die Desinfektionskraft organischer Queck- 
silberverbindungen (12) maßgebend sind, wo ebenfalls die Wirkung als 
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eine Resultante derim Molekül vorhandenen Solvatation und Hydratation 
aufzufassen ist. Was wir am Beispiel der Abietinsäure und des Vuzins 
einleitend erklärt haben, findet hier seine großzügige Bestätigung, 
indem alle sauren Farbstoffe den betreffenden basischen deshalb an 
Wirkungswert weit unterlegen sind, weil ihr Permeiervermögen im 
Sinne der Donnanschen Gleichgewichte denen der basischen Farbstoffe 
weit unterlegen ist. So findet die in der Bakteriologie ee Färbe- 
technik ihre zwanglose Erklärung. 


5. Physiologische Substanzen. 


Neuerdings hat man beobachtet, daß unter den physiologischen 
Stoffen einige die Eigenschaft haben, die Hefegärung zu hemmen. 

Polano und Dietl (22) fanden solche Stoffe in den Hautabsonderungen 
menstruierender Frauen, und Meyerhof wie auch Myrbäck (23) fanden sie 
in den Muskelextrakten, die zur Darstellung von Cocymasepräparaten 
dienten. Der im Schweiß der Menstruierenden vorkommende Hemmungs- 
stoff ist als Cholin erkannt worden. Vielleicht handelt es sich auch in den 
Myrbäckschen Extrakten um Stoffe der Cholinreihe. 

Auch wir haben einige dieser Stoffe in den Kreis unserer Unter- 
suchungen einbezogen und geben in der folgenden Tabelle X die Zahlen 
unserer Messungen. 








Tabelle X. 
Cholin und Guanidinderivate. 
- Hemmung 
der Glykolyse 
Stoff durch eine Lösung | Wirkungszahl 
von m. 10-% 
in Proz. 
Cholinchlorhydrat . ..... 12 | = 
Acetylcholin . . ....... 52 12 000 
Guanidincarbonat . ..... 19 — 
Diphenylguanidinchlorhydrat . 32 3 160 
Sarkosin . . . 2 2 2 2 2 20. 34 — 
Kreatinin . . . . a.o 2.0. 0 — 
Kreatinolchlorhydrat . . . . . d — 


Wir entnehmen der Tabelle, daß im Gegensatz zum Cholin, das 
nur sehr schwach wirksam ist, das Acetylcholin sich als starkes Hefegift 
erweist in Übereinstimmung mit den Befunden an höheren Organismen. 
Eine ähnliche Steigerung finden wir beim Übergang vom Guanidin zum 
Diphenylguanidin. Diese Wirkungssteigerung schreiben wir der größeren 
Adsorptionsfähigkeit der substituierten Verbindungen zu. Die schwach 
hemmende Wirkung des Sarkosins dürfte auf ähnlichen Ursachen 
beruhen. Unwirksam war das Kreatinin und das Kreatinol (23a), welche 
möglicherweise als Stickstoffquelle für die Hefe dienen, wie das vom 
Guanidin für niedere Pilze bekannt ist (24). ` 
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IV. Schiug. 


Die Eignung einer chemischen Substanz zur Hemmung der 
Glykolyse im Sinne der Warburgschen Narkosetheorie wird nach 
unserer Auffassung (12) bedingt durch das Verhältnis der solvatisierenden 
zu den hydratisierenden Momenten im Molekül. Diese Beziehung 
entscheidet über die Adsorbierbarkeit. Der elektrische Charakter 
des Grundmoleküls und der einzelnen Substituenten bestimmt den 
gesamtelektrischen Charakter des Moleküls, aber erst mit dem Hervor- 
treten des Kationencharakters wird die Wirksamkeit optimal. Dipol- 
momente werden sowohl die Adsorbierbarkeit als auch die Fähigkeit 
zur molekularen Assoziation fördern und damit geeignet sein, die 
Wirkung ihrerseits zu steigern. Hier liegt die Beziehung zu den Beob- 
achtungen, die Schulemann (25) an den sauren Farbstoffen über den 
Einfluß des Dispersitätsgrades machen konnte. Das Optimum des 
Dispersitätsgrades liegt in unserem Falle bei den rein kolloidal gelösten 
basıschen Farbstoffen!). 


Alle diese Beziehungen behalten ihre volle Gültigkeit im Hinblick 
auf die Resultate, welche Yabusoe (4) auf Veranlassung von Warburg bei 
der Hemmung der Tumorglykolyse durch Anilinfarbstoffe gefunden hat. 
Die Größenordnung der Glykolysehemmung ist bei ihm etwa der zehnte 
Teil wie in unseren Versuchen, wenn er im Serum, also unter natürlicher 
Bedingung, arbeitet. Es liegt auf der Hand, daß ein konkurrierendes 
Medium, dem eigene Adsorptionsfähigkeit zukommt, in diesem ab- 
schwächenden Sinne wirken muß. Da sich indessen die Glykolyse der 
~ Tumorzelle bei einem py von etwa 7,3 abspielt, während wir unsere 
Versuche bei einem Do von 4,5 vornehmen mußten, so scheiden für 
erstere alle diejenigen Substanzen aus, welche in dem alkalischeren 
Milieu nicht mehr löslich sind, wie etwa das Vuzin. In der Parallelität 
der beiderseitigen Ergebnisse erblicken wir einen Beweis für die Be- 
rechtigung, das Studium der Hemmung der Hefegärung als Modell- 
versuch zur Tumorglykolyse heranzuziehen. 


Im Hinblick auf die kleinen Wirkungszahlen der Farbstoffe im 
Serum erscheinen die nur geringen Erfolge verständlich, die man bei 
den Versuchen einer Carcinomtherapie mit Farbstoffen gehabt hat, 
z. B. die Therapie mit Isaminblau nach Roosen (25). Hier ist ferner 
zu bedenken, daß die normalen Abfangvorrichtungen des Organismus, 
Leber und reticulo-endotheliales System, bestrebt sein werden, die zur 
Therapie zugeführten Substanzen dem Kreislauf wieder zu entziehen. 


Darum haben offenbar die Versuche A.v. Wassermanns (26), die 
Farbstoffe als Transportmittel zur Einführung von Giften in die Tumor- 


1) Vgl. dazu Freundlich, Kapillarchemie, S. 894. 
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zelle, wie z.B. Eosinselen, nach anfänglichen Erfolgen an Tumor- 
mäusen bei menschlichen Tumoren zu keinen Erfolgen geführt. Immer- 
hin erhalten jene auf rein empirischem Wege gefundenen therapeutischen 
Beobachtungen durch Yabusoes und unsere Untersuchungen ihr 
theoretisches Fundament. 

Die Übertragung der hier kurz entwickelten Beziehungen auf 
das Problem der Verteilung im Organismus behalten wir uns vor. 

Bei der Ausführung unserer vielen Messungen — wir untersuchten 
von den Farbstoffen allein rund 200 — hatten wir uns der eifrigen und 
sorgfältigen Mitarbeit von Frl. Elfriede Wengel zu erfreuen. 
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Über Formaldehydbildung 
bei Reduktion der Kohlensäure durch Wasserstoffperoxyd. 


Von 
E. Rupp und H. Schlee. 


(Aus dem pharmazeutischen Universitätsinstitut Breslau.) 


(Eingegangen am 31. März 1926.) 


Zum Problem der pflanzlichen Assimilation interessiert die Reduzier- 
barkeit von Kohlensäure zu Formaldehyd durch Wasserstoffperoxyd 
in vitro. Auf Grund der Bildungsmöglichkeit von Wasserstoffperoxyd 
im Blattgewebe hat Phipson!) die Assimilationsgleichung 

HCO; + H,0, =CH,0 + 0, + H,0 

aufgestellt, und M. Kleinstück 2) glaubte die Bildung von Formaldehyd 
in hydroperoxydhaltiger Natriumbicarbonatlösung nach obiger Glei- 
chung dargetan zu haben. H. Wislicenus?) hat dies in einer Experimental- 
abhandlung über ‚Die Reduktion der Kohlensäure durch Hydroperoxyd 
als Grundlage der pflanzlichen Assimilation‘ als irrig erwiesen, dagegen 
die unter Sauerstoffentwicklung verlaufende spontane Bildung von 
Ameisensäure in peroxydhaltiger Bicarbonatlösung festgestellt. Er 
erblickt in dieser den ohne Energieaufwand verlaufenden ‚ersten 
wichtigen Schritt der Assimilation“ und schreibt: ‚Die zweite Stufe 
von der Ameisensäure zum Formaldehyd aber scheint wesentlich 
schwieriger erreicht zu werden, der Energiezufuhr (Licht) mit be- 
sonderen katalytischen Hilfsmitteln, Chlorophyll (Willstätier), Ober- 
flächenwirkung usw. zu bedürfen. Zur experimentellen Durchprüfung 
der Baeyerschen chemischen Assimilationshypothese fehlt noch der 
bündige experimentelle Nachweis der (katalytischen ?) Reduktion der 
Ameisensäure oder der Kohlensäure selbst oder ihrer Salze zu Form- 
aldehyd.“ 


1) Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 20. Kap., 1913. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 51, 108, 1918. 
3) Ebendaselbst, S. 942. 
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Angeregt durch die Arbeiten O. Warburgs über die vitalkatalytische 
Bedeutung des Eisens und dessen aktivierende Wirkung auf die Sauer- 
stoffentbindung aus Wasserstoffperoxyd hat nun der erstere von uns 
vor einigen Monaten Natriumbicarbonatlösungen bei Gegenwart 
geringer Ferrisalzmengen mit Wasserstoffperoxyd in Reaktion versetzt. 
Dabei wird außer Ameisensäure und ebenso spontan wie Ameisensäure 
auch Formaldehyd gebildet. 


Der Versuchsansatz war folgender: 150 ccm 3 bis 4proz. Natrium- 
bicarbonatlösung wurden mit 0,03g in Alkalicarbonat klar löslichen 
Eisenweinsteins!) und 5ccm Perhydrol (30 Proz.) versetzt. Die alsbald 
gelinde einsetzende Gasentwicklung wurde allmählich lebhaft perlend. 
Ein an die Flaschenmündung gehaltener glimmender Span entflammte, 
und ein mit Barytwasser befeuchteter Glasstab wurde getrübt. Es 
entwich also kohlensäurehaltiger Sauerstoff. Nach etwa 6 Stunden 
war die Gasentwicklung erloschen; am Boden der Flasche setzte sich 
ein der Eisenmenge entsprechender ferrihydroxydähnlicher Anflug ab, 
und die Lösung gab die Farbreaktionen des Formaldehyds. In einem 
der Erstversuche, wo die Bicarbonatlösung zur Abstumpfung etwaiger 
Sodaspuren mit einigen Tropfen Salzsäure versetzt und auch etwas 
weniger Eisensalz zugefügt wurde, war der Formaldehyd auch durch 
den Geruch wahrnehmbar. 


Unsere weiterhin gemeinsam unternommenen Versuchsreihen sind 
vorläufig mehr qualitativer Art mit kolorimetrischer Schätzung der 
gebildeten Formolmengen. Als bestgeeignete Farbreaktion hierfür 
erwies sich die Formolprobe mit eisenhaltiger Peptonlösung nach 
v. Fillinger?). De Probe ist sehr selektiv. Kein anderer Aldehyd oder 
bekannterer organischer Stoff gibt damit eine so typische Farbe wie 
Formaldehyd, noch wird dieselbe durch Ameisensäure oder Wasserstoff- 
peroxyd gestört. Die Ausführung ist folgende: 5 ccm Prüflösung werden 
mit 1+5 verdünnter Schwefelsäure neutralisiert, mit 5ccm Reagens 
gemischt und dann mit 5ccm konzentrierter Schwefelsäure unter- 
schichtet. Das Reagens wird durch Lösen von 0,3g Pepton (Witte) 
in 100 ccm Wasser und Zufügen von 10 Tropfen 5proz. Eisenchlorid- 
lösung hergestellt. Bei Anwesenheit von Formaldehyd entsteht über 
. der Schwefelsäure ein rot- bis blauvioletter Ring. 


Bei einem Formaldehydgehalt von etwa 0,2 bis 10 mg in 100 ccm 
besteht zwischen Färbungsintensität und Formaldehydmenge brauch- 
bare Proportionalität, nach der in folgenden Versuchsreihen der gebildete 
Formaldehyd teils direkt, teils im Destillat annähernd bestimmt wurde. 


1) Aus Ferrihydroxyd und Weinstein. Herkömmliche Formel: 
C,H,(OH),.COOK.COO(FeO) (Ferrylkaliumtartrat). 
2) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genußm. 16, 226, 1908. 
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Die Versuchsreihen zeigen, daß Formaldehydbildung nur nach- 
weisbar ist, wenn Bicarbonat, Wasserstoffperoxyd und Eisensalz 
gleichzeitig zugegen sind. Wie Eisenweinstein wirken auch andere 
Eisensalze. Der Formaldehyd entstammt also nicht der Weinsäure. 
Mäßige Temperaturerhöhung beschleunigt den Prozeß. 

Neben Formaldehyd war stets Ameisensäure nachweisbar. Man 
erkennt sie daran, daß die Prüflösungen auf Zusatz von Merkurichlorid 
und Natriumacetat beim Erwärmen reichlich Merkurochlorid ab- 
scheiden, während Formaldehydlösungen dabei nur schleierige Trübungen 
zeigen. 

Zur Bestimmung der Ameisensäure wurden die Lösungen mit 
verdünnter Essigsäure bzw. die Destillate der mit verdünnter Schwefel- 
säure angesäuerten Gemische mit n/l0-KOH neutralisiert und nach 
Zusatz von 30 ccm Quecksilberchloridlösung, die in 100 ccm 5 g Merkuri- 
chlorid und 2,5g Natriumacetat enthielt, 6 Stunden auf bedecktem 
Wasserbad erwärmt. 

Nach Versuch 2 der Tabelle II liefern 1,1mg Formaldehyd 
3,4 mg Kalomel. Durch Oxydation mit Wasserstoffperoxyd (Versuch 3) 
erhält man die der entstandenen Ameisensäure entsprechende Menge 
Merkurochlorid. Die in den Bicarbonat-Wasserstoffperoxydansätzen 
kolorimetrisch bestimmte Formaldehydmenge beträgt meist bis etwa 
1,1l mg (= 3,4 mg Hg,Cl,). Zieht man in den Versuchen 4 bis 8 diese 
3,4 mg von dem gewogenen Kalomel ab, so ergibt der Rest, mit 0,0977 
multipliziert, den Gehalt an Ameisensäure. Andererseits erhält man 
aus dem nach Oxydation der Lösung mit Wasserstoffperoxyd gewogenen 
Kalomel nach Abziehen des der Ameisensäure entsprechenden Kalomels 
durch Multiplikation mit 0,06373 den Gehalt an Formaldehyd (Ver- 
such 12 und 13). 

Die Mengen der erhaltenen Ameisensäure stimmen mit den Be- 
funden von Wislicenus überein, der bei seinen Versuchen bis etwa 2 mg 
Ameisensäure in Peroxyd-Bicarbonatgemischen ermittelt hat. 

Bei Anstellung der Fillingerschen Reaktion beobachtet man vor 
Auftritt von Formaldehyd und eines entsprechenden Violettringes einen 
Gelbring, der in ganz ähnlicher Weise mit höchst verdünnten Ameisen- 
säurelösungen auftritt. Doch auch ohne dieses Indizium stellt wohl 
Ameisensäure, wie von Wislicenus angenommen, das erste Reduktions- 
produkt der Kohlensäure dar. Da in dieser Reaktion 


‚PH OH H 

CO + = CO + 0, + H,O (schematisch) 

"op op op 
dem von R. Willstätter endgültig bestätigten Respirationskoeffizienten 21, 
bereits Genüge getan ist, d.h. auf ein Volum CO, ein Volum Sauer- 
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stoff entbunden wird, kann die weitere Umwandlung der Ameisensäure 
in Formaldehyd nicht nach demselben Reaktionsschema 


„H OH „H 
CO +| =Ćć0 +0, +40 
NOH OH NH 

erfolgen. 

Wie oben erwähnt, enthält der aus wasserstoffperoxydhaltigen 
Bicarbonatlösungen entweichende Sauerstoff Kohlensäure. Dieselbe 
Beobachtung hat schon Wislicenus gemacht. Er sagt hierzu l. c.: ‚Die 
Entstehung dieser Kohlensäure ist zunächst unerklärt, weilim Bicarbonat 
Alkali zur Deckung der Ameisensäureacidität ausreichend vorhanden 
ist. Wenn also die Verdrängung von Kohlensäure durch freie Ameisen- 
säure nicht in Frage kommen kann, so müßte man etwa annehmen, 
daß ein Teil der entstehenden Ameisensäure in Kohlendioxyd und 
Wasserstoff zerfällt, der im Entstehungszustand ein anderes Molekül 
des Bicarbonats zu Ameisensäure reduziert.“ 

Wir vermuten dagegen hier die Bildung des Aldehyds in Cannizzaro- 
scher Disproporlionierung der Ameisensäure zu Kohlensäure und Form- 
aldehyd. 

H | H „OH 
2CO =(CO ECO 
"Op \H op 


Der Umwandlung von Bicarbonat bzw. Formiat in Formaldehyd 
entsprechend war anzunehmen, daß die Hydroxylionenkonzentration 
der Reaktionsgemische allmählich zunimmt. Das ist der Fall; Phenol- 
phthalein wird schließlich lebhaft angerötet und daher auch der Eisen- 
katalysator ausgefällt. 

Da nach Obigem die Reduktion der Kohlensäure nicht nur bis 
zur Ameisensäure, sondern bis zum Formaldehyd ohne äußeren Energie- 
aufwand fortschreiten zu können scheint, dürfte es interessieren, in- 
wieweit der photochemische Energiehub der Assimilation in der Bildung 
von Wasserstoffperoxyd besteht, und ob auch dabei das Chlorophyll 
mitwirkt. 


Zur Methodik der Standardisierung 
von Hypophysenextrakten am Blasenfistelhund und Bewertung 
der damit erhaltenen Ergebnisse. 


Von 
Hans Molitor. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 1. April 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Die immer ausgedehntere Verwendung von Hypophysenpräparaten 
in der Therapie und dadurch angeregte Steigerung ihrer industriellen 
Erzeugung hat es wünschenswert gemacht, sichere und dabei möglichst 
einfache Methoden für die Prüfung ihrer Wirksamkeit zu besitzen. 


Unstreitig die empfindlichste ist die von Dale und Laidlaw (1) ange- 
gebene am isolierten Meerschweinchenuterus, die auch von der inter- 
nationalen Standardisierungskommission (2) in erster Linie als Auswertungs- 
verfahren empfohlen wurde. Neben der oxytocischen lassen sich aber 
auch die pressorischen und antidiuretischen Eigenschaften der Hypo- 
physenextrakte zu vergleichenden Wertbestimmungen heranziehen. Nach- 
dem Konschegg und Schuster (3), Larson und Rowntree (4), Molitor und 
Pick (5), Smith und McKlosky (6) zeigen konnten, daß die letzteren auch 
bei Tieren sich regelmäßig geltend machen, war es möglich, auf der Hemmung 
der Woasserdiurese eine biologische Prüfungsmethode für Hypophysen- 
extrakte aufzubauen [Kesitranek, Molitor und Pick(7)]. Dieses seit mehr als 
3 Jahren am hiesigen Institut in Verwendung stehende Verfahren zur 
Auswertung von Handelshypophysenpräparaten, das in anderer Form 
auch von Byjlema (8) geübt und empfohlen wurde, hat sich als außer- 
ordentlich bequem, sicher und sparsam erwiesen. Während aber ein- 
gehende Angaben über Versuchstechnik und Fehlergrenzen bei der Uterus- 
methode vorliegen, bestehen solche für die antidiuretische nur hinsichtlich 
der Technik der Anlegung der Blasenfistel und des Vorgehens beim Diurese- 
versuch im allgemeinen [Kestranek, Molitor und Pick (7). Genaue, auf 
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Serienversuche gestützte Angaben über die Rolle verschiedener Einzelheiten, 
wie Dauer des Versuchs, verabreichte Wassermenge, Pause zwischen den 
Versuchen, Gewöhnung usf., fehlen ebenso wie eine kritische Bewertung 
der erhaltenen Resultate und der erreichbaren Genauigkeit und Konstanz 
der Werte. Besonders letzteres ist für die Beurteilung der Brauchbarkeit 
eines neuen Standardisierungsverfahrens für Hypophysenpräparate von 
Bedeutung, da es nur zu bekannt ist, wie außerordentlich die Empfindlich- 
keit verschiedener Meerschweinchenuteri für Hypophysenextrakte von- 
einander abweicht. Aus diesem Grunde kann bei Verwendung der Uterus- 
methode die Stärke eines unbekannten Präparats auch nicht unmittelbar 
nach dem Grade der dadurch bewirkten Uteruskontraktion beurteilt werden, 
sondern erst auf dem Umweg des Vergleichs mit einem bekannten Hypophysen- 
extrakt. 


Die nachfolgenden Untersuchungen wurden zu dem Zwecke an- 
gestellt, die Bedingungen, welche den Ablauf und Ausfall einer Hinter- 
lappenauswertung am Blasenfistelhund beeinflussen, zu studieren und 
dabei, wenn möglich, zur Festsetzung einer biologischen Werteinheit 
für Hypophysenpräparate zu gelangen, wie sie ähnlich für Insulin oder 
Digitalis besteht. 


II. Versuche. 


A. Der Wasserversuch unter verschiedenen Bedingungen. 


Schon früher [Kestranek, Molitor und Pick (7)] ist auf individuelle 
Schwankungen in der Wasserdiurese verschiedener Hunde sowohl 
hinsichtlich der gesamten Harnmenge wie des Verlaufs der Aus- 
scheidungskurve hingewiesen worden. Sobald sich vergleichende 
Untersuchungen nur auf ein und dasselbe Tier beziehen und außerdem 
Normalwasserversuche wiederholt zwischengeschaltet werden, können 
derartige Unterschiede zwischen den einzelnen Hunden vernachlässigt 
werden. Die Verwendung der Diuresehemmungsmethcde zur Aus- 
wertung von Handelspräparaten bringt es aber naturgemäß mit sich, 
daß dann Versuche von experimentell weniger geschulten und minder 
kritischen Beobachtern vorgenommen werden und als positiver Aus- 
schlag unter Umständen gedeutet wird, was noch in die Fehlergrenze 
fällt. Deshalb schien es im Interesse der Zuverlässigkeit dieses praktisch 
so einfach durchzuführenden und billigen Standardisierungsverfahrens 
angezeigt, an der Hand eines großen Materials — gegen 300 Versuche — 
zunächst Bedingungen und Ablauf des normalen Wasserversuchs 
genau zu untersuchen. De Hauptaufgabe bestand in der Festlegung 
einer Versuchstechnik, welche die geringsten prozentualen Schwan- 
kungen zwischen einzelnen Wasserversuchen am gleichen Tiere ergab ; 
daneben waren jene Abänderungen bei Anstellung der Versuche in 
Betracht zu ziehen, welche die Abkürzung des Verfahrens ohne Minde- 
rung der Genauigkeit ermöglichten. 
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Die allgemeinen Versuchsbedingungen und die Technik der Anlegung 
der Blasenfistel sind von Kestranek, Molitor und Pick (7) ausführlich be- 
schrieben. In Ergänzung hierzu ist zu bemerken, daß sich ein Einfluß der 
Tageszeit und der Zusammensetzung des Futters auf den Ablauf der Diurese- 
versuche nicht feststellen läßt, sofern nur die Hunde zu Versuchsbeginn 
nüchtern sind; um diesbezüglich ganz sicher zu gehen, werden die Tiere 
am besten regelmäßig am Nachmittag gefüttert und bleiben dann bis zum 
nächsten Morgen — 16 bis 18 Stunden hindurch — ohne Futter und Wasser. 
Bei den ersten Versuchen zeigt sich oft eine Herabsetzung der Harnsekretion, 
die wahrscheinlich auf zentrale Erregungen zurückgeführt werden kann 
[Molitor (9)]. Hat sich das Tier einmal an die aufgezwungene Stellung und 
Abnahme der Harnportionen in Zwischenräumen von je 10 Minuten ge- 
wöhnt und normale Diuresewerte erreicht, so wird es zweckmäßig regel- 
mäßig — zumindest zweimal wöchentlich — zu Diureseversuchen ver- 
wendet; schonein versuchsfreies Intervall von 14 Tagen erfordert bei sensiblen 
Tieren in manchen Fällen wieder eine neuerliche Einstellung auf den Normal- 
wasserwert (s. Tabelle I). 











| Gesamte ausgeschiedene Harnmenge 
| bei je !/3stündiger Entnahme in ccm 
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Blasenfistelhund ‚Bulli“, 15kg schwer, erhält mittels Schlundsonde 
je 100 ccm Wasser am 2. und 4. Dezember, 7. und 10. Januar, 5., 6. und 
10. Februar. Die Versuche am 2. und 4. Dezember 1925 sind Normal- 
wasserversuche am Ende einer Auswertungsreihe. Vom 4. Dezember 1925 
bis 7. Januar 1926 steht der Hund nicht in Verwendung, desgleichen nicht 
vom 10. Januar bis 5. Februar. 


Von wesentlichem Eınfluß auf den zeitlichen und quantitativen Ablauf 
des Wasserversuchs ist die Menge des mittels Schlundsonde dargereichten 
Wassers; übersteigt sie 300 ccm, so findet sich wohl der typische Anstieg 
und Abfall der Diuresekurve, die Zeit bis zur Rückkehr auf normale 
(nüchtern) Werte der 10-Minuten-Harnportionen wird aber außerordentlich 
verlängert und die Versuchsdauer damit unnötig ausgedehnt. Wassergabe 
unter 100 ccm führt hingegen zu beträchtlichen Schwankungen zwischen 
den einzelnen Normalversuchen, die zum Teil vielleicht damit zusammen- 
hängen, daß bei Verabreichung so kleiner Mengen die Perspiratio insensibilis 
und der Wasserverlust durch die Ausatmung merkbar in Erscheinung 
treten. Die Form der Diuresekurve an sich ist jedoch — zumindest beim 
gleichen Tiere — bei verschiedenen Wassergaben sehr ähnlich, wie aus 
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Abb. 1 zu ersehen ist; auch die durch Hypophysenpräparate verzögerte 
Diurese gibt bei Verwendung verschiedener Wassermengen kurvenmäßig 
sehr ähnliche Bilder, wie Abb. 2 zeigt. 
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Abb. 1. 


—— 250 ccm Wasser (13. November). 
-- --- 1% ccm Wasser (27. November). 
100 ccm Wasser (30. November). 
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Abb. 2. 


200 ccm Wasser (14. November). 

-- - - - 200 ccm Wasser, 0,1 ccm Physormon subkut. (23. November). 
100 ccm Wasser (27. November). 

.—. =>» 100 ccm Wasser, 0,1 ccm Physormon subkut. (2. Dezember). 








Da somit die für Normalversuche in Betracht kommenden Wasser- 
mengen zwischen 150 und 250 ccm fallen, wurden in zwei Versuchsreihen, 
deren Ergebnisse in den Tabellen II und III zusammengestellt sind, über 
3 Stunden ausgedehnte Normalversuche einerseits mit je 200 cem und anderer- 
seits mit je 250 ccm Wasser angestellt. 
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Tabelle II. 
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Von 250 ccm Wasser gelangten zur Ausscheidung 
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Zahl | > 
Hund) Vers | Ges ei See Be Gesamt 
am © ) csamtis 
| suche | menge | essen | weichungen menge cn 
| | menge | Mittelwert | Mittelwert 
BER l , ccm į Proz. Proz. © ccm Proz. 
Fe er mn Teer Fe Zur 
Stutz . . BR 5 200 80 — 15 | 222 88 | — 10 
| +21 | + 21 
Blaß .. | 6 | 192 76 —16 || 216 86 — 15 
+28 | | +20 
Scheck `, | 4 155 62 j| —9 i 18 | T4 — 12 
| | ' +14 | +16 
Fleck | 3 157 62 — 23 174 69 — 19 
| +14 | | +u 
Schwarz 3 | 173 | 69 —16 ` 185 74 | Ge 
+10 Se 
Sucht. 1 5 50 | 2 Is! 7 am | — 20 
| +29 | + 36 
Flora... 5 188 75 — z | 196 79 SS 
| gë | +2 
Struppl .. | 4 196 78 — 5 | 24 89 — 9 
| +6 + 8 
Bulli 4 183 73 Sg | 196 79 = 
j + 6 + 3 
Jack BI 14 57 —16 | 19% 78 ER 
l +15 ` 7 
Tabelle III. 
T ! Von 200 ccm Wasser elangten innerhalb 2 Stunden 
N zur Ausscheidung 
Hund | Zahl der | größte 
mn | “emmenge | Wassermenge | Abweichungen 
EE on Mn Er > 
Stutz . 2.2... eo 155 77 — 14 
| + 26 
Piaf ...... L 5 169 84 7 
+10 
Struppl . .... 3 149 74 — 6 
i | 6 
Mur — a er RI M6 73 — 12 
, | | + 9 
Spitz ...... | 3 i 151 75 — 6 
i +10 
Bauxl. ..... 3 018 71 ze" 
l ti + 2 
Reh....... 3 | 169 84 =p 
| "i +10 
Poidl ...... pi m 88 |o L6 
| | | +7 
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Aus Tabelle II ist zunächst zu ersehen, daß die Hauptmenge des 
zugeführten Wassers während der ersten zwei Beobachtungsstunden zur 
Ausscheidung gelangt; während der dritten werden bei Darreichung von 
250 ccm Wasser im Mittel nur 9 Proz. der eingegebenen Menge mehr aus- 
geschieden. Bei Beurteilung der Diuresehemmung nach der Gesamtmenge 
des sezernierten Harns kann somit ohne Beeinträchtigung der Genauigkeit 
der Versuch am Ende der zweiten Stunde abgebrochen werden; gibt man 
statt 250 ccm nur 200 ccm Wasser, so ändert die innerhalb der dritten 
Stunde ausgeschiedene Harnmenge naturgemäß noch weniger das End- 
ergebnis. Durchschnittlich werden von 250 ccm Wasser innerhalb 2 Stunden 
66 Proz. ausgeschieden, von 200 cem 78 Proz. Von besonderem Interesse 
und großer Wichtigkeit für die Bewertung der Ergebnisse sind die beim 
gleichen Tiere auftretenden Schwankungen im Normalversuch. Sie betragen 
bei Anstellung des Versuchs mit 250 ccm Wasser im Durchschnitt 29 Proz., 
bei 200 ccm Wasser 19 Proz. Die Tabellen zeigen ferner neuerdings, daß die 
Wasserdiurese verschiedener Hunde untereinander durchaus unvergleichbar 
ist und die einzelnen Tiere sich auch hinsichtlich der Konstanz ihrer Wasser- 
werte sehr ungleich verhalten. Doch betragen beim gleichen Tier die pro- 
zentualen Schwankungen beinahe dasselbe, ob die Diurese mit 250 ccm 
oder 200 ccm Wasser hervorgerufen wurde. 


Fassen wir die Ergebnisse der Untersuchungen über den normalen 
Wasserversuch zusammen, so finden wir die günstigsten Werte bei 
Eingabe von 200 ccm Wasser und einer zweistündigen Beobachtungs- 
dauer. Die Normalversuche weichen dann beim gleichen Tiere bis etwa 
20 Proz. voneinander ab, so daß man nach Darreichung eines Mittels 
jede Änderung der Wasserdiurese über 30 Proz. schon als Ausschlag 
verwerten darf; Werte unter 30 Proz. fallen in die physiologische 
Fehlergrenze und müssen vernachlässigt bleiben. 


B. Bedingungen und Ablauf des Hypophysenversuchs. 


Zur Verwendung der Diuresehemmung als Grundlage eines Aus- 
wertungsverfahrens von Hypophysenextrakten waren folgende Fragen 
zu klären: 


l. Tritt bei allen Hunden nach Injektion der pro Kilogramm 
Körpergewicht gleichen Menge von Hinterlappensubstanz eine pro- 
zentual gleiche Hemmung der Wasserdiurese ein, oder sind die ein- 
zelnen Tiere gegen Hypophysenpräparate verschieden empfindlich ? 


2. Wenn das letztere der Fall ist: Ist ihrer Stärke nach die Reihen- 
folge einer Anzahl von verschiedenen Hypophysenpräparaten bei 
allen Hunden dieselbe, gleichgültig, ob der eine Hund erst auf große 
Mengen von Hypophysenextrakt anspricht oder schon auf kleine ? 

3. Zeigen Hunde, die längere Zeit hindurch täglich mit Hypo- 
physenpräparaten behandelt werden, Gewöhnungserscheinungen an das 
Mittel, so daß später erst größere oder aber auch kleinere Mengen des- 
selben Präparats die gleiche Wirkung erzielen wie zu Anfang? 
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4. Ist es vorteilhafter, bei der Auswertung von Handelspräparaten 
auf jene (kleinste) Dosis zu eichen, welche eben noch die Wasserdiurese 
zu beeinflussen imstande ist, oder jene (größere) Menge zu bestimmen, 
welche die Wasserdiurese um ein gewisses, vorher willkürlich fest- 
gesetztes Maß vermindert? 


1. Die Empfindlichkeit verschiedener Hunde 
gegen das gleiche Präparat. 


Einer Reihe von Blasenfistelhunden wurden pro Kilogramm Körper- 
gewicht gleiche Mengen verschiedener Handelspräparate subkutan injiziert 
und ihre Diurese sodann durch 2 Stunden verfolgt. Bei jedem Tiere wurde 
die ausgeschiedene Harnmenge in Prozenten der normalen Wasserdiurese 
berechnet und die so erhaltenen Werte dann untereinander verglichen 
(s. Tabelle IV und V). 


Tabelle IV. 


Schwankungen der Diuresehemmung verschiedener Hunde bei Verabreichung 
der pro Kilogramm Körpergewicht gleichen Dosis jeweils desselben Hypo- 
physenpräparats. Die injizierte Menge wurde so groß gewählt, daß sie eine 
deutliche A der Wasserdiurese (etwa 75 Proz.) herbeiführte. 





Hemmung der Diurese in Prosenten der Wässerdiurese 


























Prä t 
ee | Hund Stich! ik Hund Struppl 
Se ER Zeg = , E EE E e E EE eg EE SE == ar Pi ge een a i, 
Hypophen ..... | 86 | 82 | 60 79 
Physormon ..... | 84 | 89 — 88 
Pituin . ...... | 75 87 62 3 
Pituisan ...... 74 | — — 84 
Pituglandol. .... | 85 | 80 64 — 
Pituitrin ...... p 6l | 75 — 80 
Tabelle V. 
| Um die Diurese um 75Proz. zu hemmen, brauchen Um die Diurese um 75 Proz. zu hemmen, brauchen 
Präparat L Hund Hund | Hund “Hund Hund | Hund | Hund ` Hund | Hund | Hund , Hund Hund |, Hund | Hund | Hund | Hund 
| Muri ! Flora | Struppl = | Stichl | Stutz | BlaB | Spitz 
i | cem | ccm | ccm m | le ccm cm eem. 
Hypophen 0,3 | 0,1 | 0,1 1 — 0,4 — — _ 
Physormon 02 | Ol | 0, 2103| — 0,2 02 | 02 
Pituin ...... 0,4 — | 04 0,5 — — 
Pituisan ..... I 0,1 | 0,1 | 0,1 ' 0,3 — 0,3 0,2 0,2 
Pituglandol. . . . ' 0,2 | 0l | ‚06108 — — 
Pituitrin .. ... ‚0116005 | 0,05 ı 03 : 0,3 | 0,1 15| 01 |; 01 


In den beiden Tabellen sind nicht die untereinander stehenden Zahlen- 
reihen zu vergleichen, sondern die nebeneinander stehenden. 

Die vorstehenden Tabellen zeigen, daß auch bei Darreichung einer 
genügend stark wirkenden Menge von Hypophysenpräparaten zwischen 
den einzelnen Hunden Unterschiede in der Empfindlichkeit gegen 
Hypophysenextrakte sich finden, die selbst bei völlig gesunden Tieren 


25% 
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das Drei- bis Vierfache betragen können. Diese individuellen Ver- 
schiedenheiten sind allerdings in keiner Weise jenen vergleichbar, die 
bei mehreren isolierten Meerschweinchenuteri gegen das gleiche Präparat 
zu bestehen pflegen und die mindestens um das Zehnfache, meist aber 
noch mehr schwanken. 

In seltenen Fällen finden sich gegen Hinterlappenstoffe ungewöhn- 
lich. refraktäre Tiere, die für Auswertungen natürlich nicht zu brauchen 
sind und ausgeschieden werden müssen. Ihre Ausmittlung gelingt 
leicht, wenn man es zur Regel macht, die Hunde vor Beginn der Stan- 
dardisierung von Präparaten unbekannter Stärke gegen einen schon 
ausgewerteten Hypophysenextrakt (z. B. Vögtlinsches Trockenpulver) 
zu prüfen. 

Bei genauer Durchsicht der Tabellen IV und V ist auch schon 
unsere zweite anfangs gestellte Frage beantwortet. Wir sehen, daß 
ein stark wirksames Präparat, z. B. „Pituitrin““ (Parke-Davis), so- 
' wohl bei einem so wenig empfindlichen Tiere wie Hund ,,Stichl“ 
(Tabelle V) als auch bei einem ausgesprochen hochempfindlichen 
Hunde wie Mur" (Tabelle V), unter allen untersuchten Handels- 
präparaten seinen Platz behält ; das gleiche gilt umgekehrt von schwächer 
wirkenden Präparaten. Wir sind demnach wohl berechtigt, die an 
verschiedenen Hunden und mit verschiedenen Präparaten ge- 
wonnenen Ergebnisse untereinander zu vergleichen, sofern wir die 
Anspruchsfähigkeit eines Tieres gegen Hypophysenextrakte im all- 
gemeinen einmal festgestellt haben und mit einer individuellen Fehler- 
grenze von 75 bis 100 Proz. rechnen, eine Ziffer, die bei den anderen 
Auswertungsverfahren bestimmt weitaus höher ist. 


2. Zeigt sich bei Hunden Gewöhnung an Hypophysenpräparate? 


Zur Entscheidung dieser Frage, die besonders dann von Bedeutung 
ist, wenn mit nur wenigen Tieren fortlaufend eine größere Zahl von 
Auswertungen vorgenommen werden soll, wurden fünf Hunde, die 
bereits seit längerer Zeit zwei- bis dreimal wöchentlich für Auswertungen 
gedient hatten, 9 Tage hindurch täglich mit sehr wirksamen Mengen 
von Hypophysenextrakten behandelt (s. Tabelle VI). 

Es zeigt sich, daß mit Ausnahme geringfügiger Schwankungen 
nach oben wie nach unten, die innerhalb der Fehlergrenze liegen, die 
Diuresehemmung auch bei täglicher Darreichung derselben Menge des 
gleichen Präparats sich nicht ändert und somit weder Gewöhnung 
noch gesteigerte Empfindlichkeit gegen Hypophysenextrakte eintritt. 
Es ist also durchaus möglich, das gleiche Tier täglich für Auswertungen 
zu benutzen, vorausgesetzt, daß ab und zu Normalwasserversuche 
zwischengeschaltet werden und gelegentlich zur Sicherheit die Prüfung 
gegen einen Hypophysenextrakt bekannter Stärke wiederholt wird. 
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3. Nach welchem Grenzwerterfolgtamsichersten die Beurteilung 
der Stärke eines Hypophysenpräparats? 


Die Prüfung von Hinterlappenextrakten mittels der Methode der 
Diuresehemmung wird je nach dem Zweck verschieden verlaufen, der 
damit erreicht werden soll. Handelt es sich bei einer wissenschaftlichen 
Untersuchung um die Frage, ob in einem unbekannten Stoffe überhaupt 
wirksames Hypophysensekret enthalten sei, so wird jenes Verfahren 
eingeschlagen werden, wo die kleinste noch wirksame Dosis zugleich 
den Grenzwert bildet. Änderungen so geringen Grades prägen sich 
am deutlichsten in der durch 3 Stunden verfolgten Ausscheidungs- 
kurve des Diureseversuchs aus; man sieht nach kleinen Mengen von 
Hypophysenextrakten oft eine Verminderung oder völlige Hemmung 
der Harnausscheidung während der ersten 60 oder 90 Minuten, auf die 
dann ein um so stärkeres Einsetzen der Diurese in der zweiten und 
dritten Stunde erfolgt, so daß die schließliche Gesamtharnmenge keine 
wesentliche Verminderung zeigt, während sich im verspäteten Anstieg 
der Kurve die Hemmung noch sehr deutlich ausprägt. Noch emp- 
findlicher als die subkutane Injektion von Hypophysenpräparaten 
dürfte für solche Fälle die intralumbale Injektion derselben sein, da 
nach den Feststellungen von Molitor und Pick (10) auf diesem Wege 
beigebrachte Hinterlappensubstanz auch dann noch wirkt, wenn sie 
unter die Haut eingespritzt keine Änderung der Wasserausscheidung 
veranlaßt. 


Wenn es sich aber darum handelt, Handelspräparate quantitativ 
auf ihren Gehalt an Hypophysenextrakt zu prüfen, so wird jenes Ver- 
fahren gewählt werden, welches auch in der Hand des Ungeschulten 
die sichersten und gleichmäßigsten Ergebnisse zeitigt; dies ist aber die 
Messung der innerhalb zweier Stunden ausgeschiedenen Gesamtharn- 
menge bei Verzicht auf kurvenmäßige Darstellung der Ausscheidung. 
Unsere kritische Betrachtung des normalen Wasserversuchs ergab, 
daß beim gleichen Tiere Schwankungen bis etwa 20 Proz. sich innerhalb 
der physiologischen Grenzen befinden und eine Diuresehemmung erst 
dann als Folge eines experimentellen Eingriffs angesehen werden darf, 
wenn ihre Größe 30 Proz. der normalen mittleren Wasserdiurese über- 
schreitet. Es war wichtig, jene Größe der Diuresehemmung fest- 
zustellen, welche bei verschiedenen Tieren auf unterschiedliche Prä- 
parate die beste Übereinstimmung und Konstanz zeigt. Hierzu erhielt 
eine größere Zahl von Blasenfistelhunden mehrere Handelspräparate 
injiziert und die jeweilige Diuresehemmung wurde dann in Prozenten 
des normalen Wasserversuchs berechnet. In der nachfolgenden 
Tabelle VII geben wir eine kleine Anzahl unserer diesbezüglichen 
Versuche wieder. 
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Tabelle VII. 
Zu BR | Zweistündige Harnmenge bei verschiedenen Hunden 
Nee , in Prozenten der normalen Wasserdiurese 
Präparat Menge | e 

| Hund | Hund | Hund | Hund Hund | Hund | Hund 
ccm | Murl | Flora | Stichl | Struppl | Bla Stutz KEE 

i 01 3 RSC Se ld E 

Hypophen | JI 0,83 j 14 IL | 40 ez — — — 
| 0,5 | 16 5 ı 30 — = ven Be 

Pituitrin ....' 0,05 | 50 | 24 | — | 70 | 63 | s4 | 46 
Pi Doea 304 01 | 39 | 25 | — | 2 | 34 | 4 | 38 
Pituglandol re Mt Meet VE 
GE CECR 2 ı83|-| —-|-ı — 
0,05 | 59 93 — 67 — Pas ga 

Pituisan - | 0,1 | 19 16 — 16 38 66 29 
0,2 ! — — — — 15 30 18 

0,1 77 11 — 32 24 55 22 

Physormon ` - | 0,2 | 16 9 | | 2 |122 | 2% 1 


Bei der Betrachtung obenstehender Zahlen läßt sich ohne weiteres 
erkennen, daß eine Übereinstimmung der prozentualen Werte der 
Diuresehemmung am seltensten bei Injektion kleiner, eben erst wirk- 
samer Dosen eintritt; es ist notwendig, die Menge der Hypophysen- 
präparate derart zu wählen, daß eine deutliche, mindestens 2 Stunden 
anhaltende Hemmung der Harnabsonderung erfolgt. Die Durchsicht 
zahlreicher Auswertungen der verschiedensten Präparate an mehr 
als 20 Hunden hat ergeben, daß als verläßlichster Grenzwert die Hem- 
mung der Wasserdiurese auf 25 bis 30 Proz. ihres normalen Wertes gelten 
kann, d.h. also eine Minderung der Ausscheidung um 70 bis 75 Proz. 


4. Bestimmung einer biologischen Werteinheit für die 
Wirkungsstärke von Hypophysenpräparaten. 

Nach den vorstehenden Ausführungen ist es möglich, zur Auf- 
stellung einer biologischen Werteinheit für die Stärke von Hypophysen- 
präparaten zu gelangen. Von der II. Internationalen Standardisierungs- 
konferenz (2) wurde als internationale Einheit (Unit) für Hypophysen- 
extrakte jene Menge vorgeschlagen, welche 0,5 mg des Vögtlinschen 
Hinterlappenextrakts entspricht, und zugleich die Forderung auf- 
gestellt, alle Handelspräparate sollten zehn solcher Einheiten in 1 ccm 
enthalten. Unsere früheren Versuche (7) mit Vögtlinschem Trocken- 
pulver haben ergeben, daß zur Herbeiführung einer Diuresehemmung 
um 70 bis 80 Proz. ungefähr 0,0005 g nötig sind. Die internationale 
Einheit läßt sich daher auch als jene Menge wirksamer Hinterlappen- 
substanz definieren, welche die Wasserdiurese auf 25 bis 30 Proz. ihres 
Normalwertes herabdrücken kann. Diese Definition bringt den großen 
Vorteil mit sich, daß man nicht auf eine umständlich zu beschaffende 
Testsubstanz angewiesen ist, sondern mit jedem beliebigen, in gleich- 


390 H. Molitor: 


bleibender Güte hergestellten Handelspräparat von bekannter Stärke 
die Eichung neuer, in ihrer Stärke unbekannter vorzunehmen in der 
Lage ist. Solange selbst der am besten gereinigte Hinterlappenextrakt 
ein chemisch undefinierbares Gemisch darstellt und nur nach seinen 
biologischen Eigenschaften geprüft werden kann, scheint uns eine 
bestimmte Größe der Änderung eines regelmäßig eintretenden, leicht 
nachzuweisenden und so genau bekannten Vorgangs wie der Wasser- 
diurese eines gesunden Hundes zweckmäßiger als biologische Wert- 
einheit gewählt, als der Vergleich mit einer Testsubstanz, die im Grunde 
genommen das wichtigste Erfordernis einer solchen nicht besitzt: 
Ein in absoluten Meßverfahren genau analysier- und definierbarer Stoff 
zu sein. Selbst wenn die Reinigung und Darstellung des Trockenpulvers 
genau nach der vorgeschriebenen Methode erfolgt, bleibt doch die 
Stärke des Endprodukts von dem Gehalt des Ausgangsmaterials an 
wirksamer Substanz abhängig. Es ist aber wenig wahrscheinlich, daß 
bei allen Rindern ohne Rücksicht auf Verschiedenheiten der Rasse, 
des Futters, der klimatischen Bedingungen usf. die Hypophyse den 
gleichen Gehalt an biologisch wirksamen Stoffen. haben sollte. Wie 
bei allen biologischen Meßmethoden muß bei der antidiuretischen 
ebenso wie bei der oxytocischen mit individuellen Schwankungen des 
lebenden Indikators gerechnet werden; diese sind aber, wie die obigen 
Untersuchungen gezeigt haben, bei der Diuresehemmung von Hunden 
weit geringer wie bei den isolierten Meerschweinchenuteri. Der Vorteil 
der Auswertung am Uterus liegt in der ungefähr zehnmal größeren 
Empfindlichkeit dieses Organs für Hypophysenextrakte.. Gerade 
dieses Moment scheint uns jedoch für den Zweck einer Standardisierung 
von Handelspräparaten belanglos, bei dem es nicht auf den qualitativen 
Nachweis von Hinterlappensubstanz ankommt, sondern auf den 
quantitativen; denn selbst 1 ccm eines schwachen, nur eine internationale 
Einheit enthaltenden Präparats führt schon eine 80proz. Diurese- 
hemmung herbei. 

Infolge der größeren methodischen Einfachheit, Billigkeit und 
geringeren individuellen Schwankungen sowie der Möglichkeit, eine 
biologisch genau definierbare Maßeinheit festzulegen, scheint uns daher 
die Standardisierung von Hypophysenextrakten am Blasenfistelhund 
und die jeweilige Bezeichnung ihrer Stärke nach dem Grade der Diurese- 
hemmung in ‚„antidiuretischen Einheiten‘, wobei eine solche Einheit 
der internationalen Einheit (0,5 mg Vögtlinscher Trockenextrakt) 
entspricht, empfehlenswert und praktisch leicht durchzuführen. 


Sehlußsätze. 


1. De Hauptmenge des Blasenfistelhunden mittels Schlundsonde 
zugeführten Wassers gelangt in den ersten 2 Stunden zur Ausscheidung ; 
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die Mehrausscheidung während der dritten Stunde beträgt bei einer 
Wassergabe von 250ccm im Mittel nur 9 Proz., weshalb eine Aus- 
dehnung des Versuchs über 2 Stunden unnötig ist; das Bild der Harn- 
ausscheidungskurve im Normal- wie im Pituitrinversuch wird durch 
die Größe der verabfolgten Wassermenge nicht geändert. 

2. Die konstantesten Werte für den Wasserversuch werden bei 
Eingabe von 200 ccm Wasser und zweistündiger Beobachtungsdauer 
erhalten; unter diesen Bedingungen schwanken die Normalwerte beim 
gleichen Tiere um etwa 20 Proz. 

3. Die Empfindlichkeit der Hunde gegen Hypophysenpräparate 
schwankt bis zum Vierfachen; dabei bleibt aber die Reihenfolge ver- 
schiedener Hypophysenextrakte hinsichtlich ihrer Wirksamkeit bei 
allen Tieren, ob sie nun leichter oder schwerer auf Hinterlappenstoffe 
ansprechen, gleich. 

4. Hunde zeigen auch bei täglicher Zufuhr von Hypophysen- 
präparaten weder Gewöhnung noch Steigerung der Empfindlichkeit 
gegen das Mittel. 

5. Kleine Mengen von Hypophysenextrakt treten am deutlichsten 
nach intralumbaler Injektion in der Änderung des Bildes der drei- 
stündigen Diuresekurve in Erscheinung. Hingegen wird die Stärke 
von Handelspräparaten besser nach der Gesamtmenge der zweistündigen, 
gehemmten Diurese beurteilt. 

6. Der durch sehr kleine Mengen von Hypophysenpräparaten 
bewirkte Grad der Diuresehemmung schwankt bei einzelnen Tieren 
stark; gute Übereinstimmungen erzielt man dagegen bei Verabfolgung 
solcher Dosen, welche die Wasserdiurese auf 25 bis 30 Proz. ihres 
normalen Wertes herabdrücken. 

7. Die Stärke von Hypophysenpräparaten kann durch jene Menge 
ausgedrückt werden, welche die normale Wasserdiurese um 80 Proz. 
hemmt. Eine solche ‚antidiurelische Einheit (A.-E.)‘“ entspricht der 
Menge von 0,5 mg Vögtlinschen Trockenpulvers = einer internationalen 
Einheit (Unit). Auf diese Weise ist es möglich, zu einer rein biologischen 
Definition für die internationale Einheit zu gelangen. 
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Über Diastaseadsorption. 


Von 
Zerline Unna. 


(Aus dem Laboratorium der städtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 3. April 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Schon in den 60er Jahren des vorigen Jahrhunderts machten ver- 
schiedene Forscher (Brücke, Danilewski, Cohnheim) Versuche über Ferment- 
adsorption, die aber wieder in Vergessenheit gerieten. Erst am Anfang 
dieses Jahrhunderts wurden wieder diesbezügliche Untersuchungen an- 
gestellt. Hedin!) berichtet über Adsorptionsversuche mit Trypsin und 
Lab an Tierkohle. 

Er findet, daß die Menge des aufgenommenen Trypsins bis zu einer 
gewissen Grenze mit der Zeit der Einwirkung und mit steigender Temperatur 
wächst, daß die adsorbierte Enzymmenge unabhängig von der Menge des 
anwesenden Wassers (der Konzentration der Trypsinlösung) ist, und daß 
einmal adsorbiertes Trypsin durch Waschen mit Wasser nicht von der 
Tierkohle entfernt werden kann (irreversible Adsorption). Jedoch kann 
durch Casein ein Teil des adsorbierten Ferments eluiert werden. Auch die 
Menge des abgelösten Trypsins steigt mit der Zeit der Einwirkung, der 
Temperatur und der Caseinmenge bis zu einer gewissen Grenze und ist 
von der Menge des anwesenden Wassers unabhängig. Hedin erklärt die 
Elution des Trypsins durch Casein als Adsorptionsverdrängung. Ent- 
sprechende Resultate findet Hedin mit Lab und Tierkohle. Lab läßt sich 
durch mit Salzsäure behandeltes und nachher neutralisiertes Eierklar von 
Tierkohle teilweise eluieren. Die Temperatur- und Konzentrationsabhängig- 
keit sowohl der Adsorption als der Elution sind analoge wie beim Trypsin. 
Da sowohl die Adsorption von Lab als die von Eierklar an Kohle irreversibel 
ist, ist die Reihenfolge der Mischung von Kohle, Lab und Eierklar ausschlag- 
gebend für den erreichten Endzustand : Von der zuerst adsorbierten Substanz 
wird jedesmal verhältnismäßig wenig verdrängt. Auch Milch verdrängt 
adsorbiertes Lab von der Kohle. 

Hedin zieht aus diesen Ergebnissen den Schluß, daß die Adsorption 
von Lab und von Trypsin von der Adsorption von Zucker und organischen 
Säuren an Kohle verschieden ist und vielleicht mit der Adsorption von 


1) Ergebn. d. Physiol. 9, 433, 1910. 
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Albumosen an Kohle verglichen werden kann, die Michaelis und Rona!) 
beschrieben haben. 


Michaelis und Ehrenreich?) untersuchten verschiedene Fermente auf 
ihre Adsorbierbarkeit positiven und negativen Adsorbentien gegenüber. 
Sie fanden sie dem kataphoretischen Wanderungssinn der Fermente in 
den betreffenden Lösungen parallel gehend: Fermente, die anodisch 
wanderten, wurden von positiven Adsorbentien adsorbiert, die kathodisch 
wanderten, von negativen, amphotere sowohl von positiven als von negativen. 
Z. B. die amphotere Speicheldiastase wird bei jeder Reaktion des Mediums 
sowohl von (negativem) Kaolin als von (positiver) Tonerde adsorbiert. 
Malzamylase, die in saurer Lösung positiv, in alkalischer negativ geladen 
war, wurde von Kaolin nur bei saurer (nicht bei neutraler und alkalischer) 
Reaktion, von Tonerde unvollkommen bei saurer, dagegen bei alkalischer 
und neutraler Reaktion vollkommen aufgenommen. Das stets negative 
Invertin wird nur von Tonerde, nicht von Kaolin aufgenommen. Die An- 
gaben über positive oder negative Reaktion des Ferments beziehen sich 
allerdings in diesen Fällen nicht auf die (unbekannten) reinen Fermente, 
sondern auf den Gesamtkomplex von Stoffen, an den die Fermente in 
den betreffenden Lösungen gebunden sind. Durch Reinigung der Ferment- 
präparate läßt sich z. B. bei Invertin der elektrische Charakter bzw. das 
Adsorptionsverhalten grundlegend beeinflussen ®). 


Willstätter und Mitarbeitern diente die Fermentadsorption als prä- 
parative Methode zur Reinigung von Enzymlösungen. Sie verwendeten 
verschiedene Adsorbentien und suchten die Bedingungen auf, unter denen 
entweder möglichst viel Ferment und möglichst wenig Verunreinigungen 
oder möglichst wenig Ferment und möglichst viel Verunreinigungen ad- 
sorbiert wurden, und weiter die Bedingungen, unter denen bei der Elution 
des Ferments möglichst wenig Verunreinigungen mit in Lösung gehen. 
Die wichtigsten Ergebnisse ihrer Untersuchungen an Invertin sind in der 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 1, 1924, diejenigen an Pankreasamylase in 
der Zeitschr. f. physiol. Chem. 142, 14, 1925 zusammengestellt. Tonerde 
diente als Adsorbens. Sie stellten fest, daß Herkunft und Vorbehandlung 
der Lösung von entscheidendem Einfluß auf die Adsorbierbarkeit ist. Mehr 
oder weniger gereinigte Lösungen, frische oder längere Zeit aufbewahrte, 
solche, die das Ferment in verschiedenen Verdünnungen enthalten, geben 
ganz verschiedene ‚„‚Adsorptionskurven‘, die nur darin übereinstimmen, 
daß sie mit der Freundlichschen Adsorptionsisotherme (dargestellt durch 
die Gleichung a = a . plint) keinerlei Ähnlichkeit haben. 


Auf die Versuche mit Diastase gehe ich etwas näher ein. Die Diastase- 
lösung wurde aus Trockenpankreas von Schweinen bereitet®). Die Adsorp- 
tionsversuche wurden mit der von Lipase und Trypsin freien (‚rohen‘) 
Lösung und mit noch weiter durch Adsorption gereinigten Lösungen vor- 
genommen. Das Hauptergebnis der Arbeit ist, daß aus den reinsten 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 15, 213, 1909. 

2) Michealis und Ehrenreich, ebendaselbst 10, 283; 12, 26. 

3) Willstätier, Graser und Kuhn, Zur Kinetik des Invertins. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 128, 1, 1922. 

4) Vgl. hierzu und allgemein über Adsorptionserscheinungen: Freundlich, 
Kapillarchemie, 3. Aufl. Leipzig 1923. 

5) Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chern. 126, 143, 1923; 142, 14, 1925. 
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Lösungen bei neutraler Reaktion Diastase durch Tonerde nicht adsorbiert 
wird, aus Lösungen von weniger hohem Reinheitsgrad ist dies jedoch der 
Fall. 

In einigen Fällen ist die Adsorption in der ‚‚rohen‘‘ Lösung recht groß. 
Nach Reinigung durch zweimalige Adsorption nimmt sie bedeutend ab. 
Umgekehrt ist in einem anderen Falle die Adsorption in der rohen Lösung 
auffallend gering; und nur durch große Tonerdemengen, die auch eine 
beträchtliche Menge der Begleitstoffe aufnehmen und die Lösung dadurch 
reinigen, wird ein Teil der Diastase adsorbiert. Über den Einfluß der Ver- 
dünnung der Ausgangslösung bringt Willstätter zwei Beispiele: in dem ersten 
wird der schon sehr hohe Adsorptionswert der konzentrierteren Lösung durch 
Verdünnung auf das Fünf- und auf das Zehnfache noch bedeutend gesteigert. 
In dem zweiten wird aus der konzentrierten Lösung durch wenig Tonerde 
gar nichts adsorbiert, durch viel Tonerde ein Teil, in der aufs Zehnfache 
verdünnten Lösung beginnt die Absorption des Enzyms zwar schon bei 
weniger Tonerde bemerkbar zu werden, erreicht aber bei viel Tonerde nicht 
die Adsorptionswerte der konzentrierteren Lösung. Bei fraktionierter 
Adsorption unter Anwendung verschiedener Tonerdesorten erhielt Will- 
stätter je nach der Versuchsanordnung verschiedene Resultate; in manchen 
Fällen war die Adsorbierbarkeit der Diastase in den Restlösungen erhöht, 
in manchen Fällen vermindert, und auch Restlösungen, in denen keine 
Diastase mehr absorbierbar war, wurden erhalten. Zusätze von Äthyl- 
alkohol (10, 40 und 50 Proz.) erhöhten in weniger reinen Lösungen die 
Adsorbierbarkeit. Je reiner die Lösungen waren, desto weniger übte Alkohol- 
zusatz einen Einfluß aus. Zurückgedrängt wurde die Adsorption durch 
Alkohol nie. Bei frisch bereiteten Lösungen ist der Amylasewert der nach 
einmaliger Adsorption erhaltenen Restlösungen weniger günstig als in 
gealterten; d. h. in gealterten Lösungen werden bei gleichviel adsorbierter 
Diastase mehr Verunreinigungen von der Tonerde aufgenommen. Außerdem 
ist die pyg der Lösung von großem Einfluß. Eluiert wird das Ferment bei 
diesen Forschern durch Ammoniak oder Ammoniumphosphat, Substanzen, 
die die kolloidale Tonerde so verändern, daß deren Oberfläche verkleinert 
wird, so daß dadurch das Ferment in Freiheit gesetzt wird. 

Aus dem geschilderten Adsorptionsverhalten ziehen Willstätter und 
Mitarbeiter den Schluß, daß diein den betreffenden fermenthaltigen Lösungen 
vorhandenen Begleitstoffe die Adsorption beeinflussen, und zwar auf zweierlei 
Art: 

l. kann durch die Begleitstoffe eine Adsorptionsverdrängung statt- 
finden, indem die Begleitstoffe adsorbiert werden und dadurch den ver- 
fügbaren Platz am Adsorbens einnehmen. 

2. können die Begleitstoffe und das Enzymeine Verbindung eingegangen 
sein; der entstandene Komplex hat dann neue Eigenschaften. Er kann, 
je nach dem vorliegenden Fall, leichter oder schwerer als das reine Ferment 
adsorbiert werden; die Begleitstoffe wirken „adsorptionshemmend‘“ oder 
„adsorptionsfordernd‘. 

Man lernt also aus den Arbeiten von Willstäiter, daß man bei Angabe 
des Adsorptionsverhaltens irgend eines Ferments zugleich die genaue 
Beschreibung der vorliegenden Fermentlösung geben muß, da ja die reinen 
Fermente nicht bekannt sind. Auch ergibt sich eine praktische Folgerung 
für die Versuchsanordnung bei Aufstellung einer Adsorptionskurve. Es 
ist in diesem Falle nur erlaubt, die Menge des zugefügten Adsorbens zu 
variieren. Denn da die Fermentkonzentration und das Gesamtvolumen 


Diastaseadsorption. 395 


die Form der Kurve in unbekannter Weise beeinflussen, müssen beide 
konstant gehalten werden. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die Adsorption der Diastase an 
Tierkohle quantitativ verfolgt, ihre Reversibilität und ihre Temperatur- 
abhängigkeit untersucht und endlich die Frage, ob durch oberflächen- 
aktive Stoffe eine Verdrängung aus der Adsorption möglich ist. 


Angewandte Methoden. 


1. Diastasebestimmung. Die Diastase wurde zuerst ausschließlich 
nach der Methode von Willstätter und Schudel!) bestimmt: Bestimmung der 
in einer bekannten Zeit unter gewissen Bedingungen gebildeten Maltose 
mittels Hypojodit. Daneben wurde später die Methode von Rona und 
van Eweyk?) eingeführt (nephelometrische Verfolgung des zeitlichen Verlaufs 
des Verschwindens von Glykogen). 

Bei der Methode von Willstätter und Schudel wurde jedoch die Zu- 
sammensetzung des Substratgemisches etwas abgeändert: 250 ccm m/l15 
Phosphatlösung nach Sörensen von einer fe = 6,8; 40 ccm 20proz. Koch- 
salzlösung, wässerige Lösung von g löslicher Stärke (Merck) wurden 
gemischt und zum Liter verdünnt. Zu einer Diastasebestimmung wurden 
je 50 ccm davon angewandt und im allgemeinen 0,2 bis 1,0 ccm Ferment- 
lösung. Die Reaktionskonstante k der monomolekularen Reaktion ergibt 
sich aus der Gleichung k = KR lg EE wobei € die Einwirkungsdauer, 
a die während dieser Zeit gebildete Maltosemenge in Milligrammen ist. 
k gibt, wenn genau unter den Willstätterschen Bedingungen gearbeitet 
wird, zugleich die Anzahl der Amylase-Einheiten (A.-E.) der angewandten 
Substanz an. Die Anzahl Amylase-Einheiten pro 0,01g Substanz nennt 
man ihren Amylase-Wert (A.-W.). 

Bestimmt man die Diastase nach der Methode von Rona und 


van Eweyk, so wird k, = ` lg x *, wenn innerhalb der Zeit € die Glykogen- 


1 

konzentration von ze Proz. auf x, Proz. gesunken ist oder k, = lg SE 
wenn man die Glykogenkonzentration zu Beginn der Zeit t 100 nennt und 
innerhalb € x Proz. davon abgebaut worden sind. 

Die Methode von Willstätter gibt die zuverlässigsten Werte, wenn k 
zwischen 0,01 und 0,035 liegt und nicht mehr als 100 mg Maltose gebildet 
sind; innerhalb dieser Grenzen ist k der Zeit und der Fermentmenge pro- 
portional. Die Methode von Rona gibt die genauesten Werte bei k zwischen 
0,001 und 0,005, wenn man den Glykogenabbau so lange verfolgt, bis 
etwa 50 Proz. des Glykogens verschwunden sind. 

Ein Vergleich der Reaktionskonstante der gleichen Lösung nach beiden 
Methoden ergibt folgendes: 

Zu verschiedenen Zeiten wurden je 0,1 g Trockenpankreas von Schweinen 
mit 25 cem Phosphatlösung 4 Stunden lang bei 30° stehengelassen, dann 
filtriert, zentrifugiert und aufs doppelte Volumen gebracht. Die Diastase- 
bestimmung nach Willstätter bei Anwendung von je l cem Lösung ergab 
für k die Werte 0,0354, 0,0346, 0,0365, 0,0362, 0,0368, Mittel 0,0359. 


1) Willstätter und Schudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923. 
2) Rona und van Eweyk, diese Zeitschr. 149, 174, 1924. 
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‘tene Lösung enthielt etwa 0,30 Proz. aus der Drüse extra- 

À a und organische) Stoffe, im folgenden kurz als ‚‚Trocken- 

"a *. Der Diastasegehalt betrug in 100 eem 7,2 A.-E. 

S -E. pro 0,01g Substanz) beträgt 7,2: 30 = 0,24. 

ben wurde die Lösung mit Wasser 1: 1 verdünnt. 

h "me Tierkohle „Carbo medicinalis Mecki" ver- 

A rsuche aus dem gleichen Vorrat, der durch 
a ı befreit war. 

Das abgemessene Volumen der anzu- 

' der abgewogenen Menge Tierkohle 

' , *telapparat 1 bis 21, Stunden in 

ke, FR an e nn wurde zentrifugiert, und zwar 

Tierkohle, dann noch etwa eine 

‚ohle. Geringe Spuren Kohle — 

„ung — blieben fast immer in der 

‚eo wurde in aliquoten Teilen der ursprüng- 

‚ımmt und daraus die Adsorption berechnet. 


Ergebnisse. 
‚eschwindigkeit (Dauer bis zur Einstellung des Ad- 
.chgewichts). 
Zimmertemperatur. Wässeriger Pankreasextrakt (Lösung 3). 
i0 ccm zur Hälfte verdünnte Lösung und 150 mg Tierkohle wurden 
15, 30, 60, 120 Minuten miteinander geschüttelt und die Diastase vor 
und nach Adsorption bestimmt. (Hierzu Abb. 1.) 
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Abb. 1. 


Statt 370 ist in dieser Abbildung „Zimmertemperatur“ zu denken. 
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Zur Bestimmung nach Rona wurden je 8ccm dieser Lösung auf 100 
verdünnt und zur Fermentbestimmung davon je l ccm verwendet. Um- 


rechnung auf die unverdünnte Lösung durch Multiplikation mit = = 12,5. 


k = 0,00367, 0,00335, 0,00352, 0,00303, 0,00302, 0,00351, im Mittel 
0,0036 . 12,5 = 0,0423. k (Willstätter): k (Rona) = 359: 423 > 1: 1,2. 

Die Willstättersche Diastasebestimmung ist geeigneter dazu, viele 
Diastasebestimmungen hintereinander zu machen, z. B. mehrere Punkte 
einer Adsorptionsisotherme aufzunehmen. Jedoch ist prinzipiell die Formel 
der Ronaschen Methode exakter, da ja der genaue Grad des Grenzabbaus 
bei den einzelnen Stärkesorten verschieden und auch nicht durchaus be- 
kannt ist, während in die Glykogenformel nur der Anfangsgehalt an Glykogen 
eingeht!). Außerdem erlaubt die Methode von Rona, geringere Ferment- 
mengen noch festzustellen, und sie ist auch etwas genauer. Mittlerer Fehler 
bei Rona 5 Proz., größter Fehler 11 Proz., mittlerer Fehler bei Willstätter 
5,5 Proz., größter Fehler 13 Proz. 

2. Herstellung der Fermentlösung. Zu Anfang wurde ein 3 Jahre alter 
Saft aus einer menschlichen Pankreasfistel verwendet, der unter Toluol 
aufbewahrt war (Lösung 1). Er reagierte schwach alkalisch. Vor Benutzung 
wurde er jedesmal durch Zusatz des gleichen Volumens Phosphatlösung 
(nach Sörensen, De = 6,8) gepuffert und durch einstündiges Durchleiten 
von kohlensäurefreier Luft von den Spuren gelösten Toluols befreit. Nach 
dieser Vorbehandlung enthält 1 ccm 0,04 A.-E., bezogen auf unverdünnte 
Lösung. Als dieses Präparat verbraucht war, wurden Extrakte aus nach 
Wiülstätter hergestelltem getrockneten Schweinepankreas verwendet.?) 
Zuerst wurden Versuche mit Glycerinauszügen gemacht (Lösung 2). die 
folgendermaßen hergestellt waren: 1g Trockenpankreas wurde mit 16g 
gewöhnlichem wasserhaltigen Glycerin gemischt und mehrere Stunden 
bei 30° stehengelassen, dann abgenutscht und mit dem fünffachen Volumen 
Wasser verdünnt. Im Gegensatz zu Willstätters Befunden entstand dabei 
nur ein geringer Niederschlag, der abzentrifugiert wurde, wonach eine 
schwach opaleszierende Lösung resultierte. Im Verlauf von einigen Tagen 
trübte sich die Lösung und ließ einen geringen Niederschlag fallen; auch 
wurde die Reaktion sauer. Die Lösung wurde nochmals geklärt und auf 
ein De = 6,8 gebracht. Sie blieb nun klar, doch zeigten Versuche, daß trotz 
einigermaßen Konstantbleibens des Diastasegehaltes sich das Adsorptions- 
verhalten frischer und gealterter Glycerinauszüge voneinander unterschied, 
so daß sie nur für einzelne, nicht für Serienversuche verwendet wurden. 
Es wurden nun zu jedem Versuch frische wässerige (mit Phosphat gepufferte) 
Pankreasextrakte gemacht (Lösung 3). Zu je 0,4 g Trockenpankreas kamen 
je 100 ccm Phosphatlösung nach Sörensen pe = 6,8. Das Gemisch wurde 
4 Stunden bei 30° stehengelassen, dann filtriert und kurz zentrifugiert. Das 
Zentrifugat opaleszierte kaum merklich und änderte sein Aussehen innerhalb 
dreier Tage nicht. Auch der Diastasegehalt bleib unverändert. 0,5 ccm 
Lösung enthielten: 

am ersten Tag . . . . .:..... 0,0355 A.-E. 
„ zweiten Tag. -. -. . e, . 0,0361 „ 
„ dritten Tag . . ..... . 0,0357 ,, 
(Willstätter und Schudel). 


1) Die Zahl 187,5 in Willstätters Formel ist nur bei einem Grenzabbau 
der Stärke von 75 Proz. genau richtig. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 150; 126, 159. 
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Die so erhaltene Lösung enthielt etwa 0,30 Proz. aus der Drüse extra- 
hierte (anorganische und organische) Stoffe, im folgenden kurz als, Trocken, 
substanz‘‘ bezeichnet. Der Diastasegehalt betrug in 100 ccm 7,2 A.-E. 
Ihr Amylase-Wert (A.-E. pro 0,01g Substanz) beträgt 7,2:30 = 0,24. 
Zu den Adsorptionsversuchen wurde die Lösung mit Wasser 1: l verdünnt. 

Als Adsorbens wurde eine Tierkohle ‚Carbo medicinalis Merck“: ver- 
wendet, und zwar für alle Versuche aus dem gleichen Vorrat, der durch 
Absieben von den gröbsten Teilen befreit war. 


Ein Versuch verlief wie folgt: Das abgemessene Volumen der anzu- 
wendenden Fermentlösung wurde zu der abgewogenen Menge Tierkohle 
gebracht, gut gemischt und im Schüttelapparat 1 bis 2%, Stunden in 
steter langsamer Bewegung gehalten. Dann wurde zentrifugiert, und zwar 
erst kurz zur Entfernung der Hauptmenge Tierkohle, dann noch etwa eine 
halbe Stunde zur Befreiung vom Rest Kohle. Geringe Spuren Kohle — 
bemerkbar durch ganz schwache Trübung —- blieben fast immer in der 
Restlösung suspendiert. Die Diastase wurde in aliquoten Teilen der ursprüng- 
lichen und der Restlösung bestimmt und daraus die Adsorption berechnet. 


Ergebnisse. 
Adsorptionsgeschwindigkeit (Dauer bis zur Einstellung des Ad- 
sorptionsgleichgewichts). 
1. Zimmertemperatur. Wässeriger Pankreasextrakt (Lösung 3). 
Je 10 ccm zur Hälfte verdünnte Lösung und 150 mg Tierkohle wurden 
15, 30, 60, 120 Minuten miteinander geschüttelt und die Diastase vor 
und nach Adsorption bestimmt. (Hierzu Abb. 1.) 
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Abb. 1. 
Statt 370 ist in dieser Abbildung „Zimmertemperatur“ zu denken. 
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Bei noch länger dauerndem Schütteln verschwindet allmählich 
immer mehr Diastase, und zwar nicht nur durch Schüttelinaktivierung, 
sondern durch langsames Fortschreiten der Adsorption, zum 
mindesten vermindert längeres Schütteln ohne Tierkohle den Diastase- 
gehalt nicht. 


Fermentlösung 1 wurde 1. vor dem Schütteln, 2. nach achtstündiger 
und 3. nach 22stündiger Schütteldauer untersucht. Vom gleichen Pankreas- 
saft wurden 8cem mit 60 mg Tierkohle, 4. acht bzw. 5. 22 Stunden ge- 
schüttelt und die Konstante k der Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. 











4 | 5 
Mit Tierkohle 


"En Ausgangsii slösung a usgangslösung ed J a A 


Stdn. 22 Stdn. Adsorption Adsorption _ 


Vi eem! 0,0174 | onen | ooe || 0,0058 | 0,00451 


Der Unterschied der k von Nr. 1, 2, 3 beträgt etwa 9 Proz., der Unter- 
schied der k von 1, 4 und 5 etwa 26 Proz. 









Bezeichnung Ohne Tierkohle 





















2. Bei O Je 10ccm wässerigen phosphathaltigen Pankreasextrakts 
und 150 mg Tierkohle wurden 1 Stunde, 2 Stunden, 31/, Stunden, 
5 Stunden geschüttelt und der Diastasegehalt der Restlösung wurde be- 
stimmt. 


Diastase in der 
kjl ccm . 10-4 g | Restlösung 





Zusammenfassend läßt sich behaupten, daß die Hauptmenge 
Diastase, wenn bei Zimmertemperatur adsorbiert wurde, nach längstens 
einer Stunde adsorbiert war; wenn bei 0° adsorbiert wurde, nach etwa 
21, Stunden. 


Von Lösung 3 wurde eine Adsorptionskurve aufgenommen. Als 
Abszissen wurden die Konzentrationen der Restlösung nach Einstellung 
des Adsorptionsgleichgewichts, als Ordinaten die von je 0,1 g Tierkohle 
adsorbierten Fermentmengen gewählt. Die Kurve steigt steil an, 
erreicht schon für kleine Abszissenwerte ihr Maximum und sinkt dann 
mit wachsenden Abszissenwerten allmählich ab. Es wurden je 10 cem 
Ferment mit wechselnden Tierkohlemengen versetzt. Die in 10 ccm 
vor der Adsorption enthaltene Fermentmenge werde als 100 bezeichnet. 
Sie entspricht einem k (Rona) = 0,434. 
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Tierkohle |i Konzentration | Absorptions ` Adsorptionswert 








der Restlösung | (= Proz. ads. (= von 100 mg Tierkoble 

mg , pro 100 ccm Diastase) adsorbierte Diastase) 
50 oe | 7,5 15,0 
100 | 745 25,5 26,0 
120 : 6857 34,3 28,6 
150 | 461 53,9 36.0 
180 | 240 76,0 42,0 
190 | 18 | 80,2 422 
200 ; 123 | 87,7 43,8 






Jierkohle adsorbiert 
I 8 8 


27 


von 100 m. 
Si 


EE 






0O %0 200 300 200 500 er 700 800 300 1000 
Konzentration der Restlösung 


Abb. 2. 


Nach Willstätter (vgl. insbesondere Zeitschr. f. physiol. Chem. 133, 
1, 1924, Über Enzymadsorption) beruht eine solche Gestalt der Kurve 
auf einer Adsorptionsverdrängung der Diastase durch die vorhandenen 
Begleitstoffe, die die verfügbare Oberfläche der Kohle mit Beschlag 
belegen. Es wurde darum das Adsorptionsverhalten der Trocken- 
substanz der angewandten Fermentlösung untersucht. 


Zuerst wurde der Trockenrückstand der zur Extraktion benutzten 
m/15 Phosphatlösung bestimmt. Diese Lösung war hergestellt aus 51 Teilen 
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m/15 Lösung von Monokaliumphosphat (enthaltend 9,078g KH,PO, im 
Liter) und 49 Teilen m/l5 Lösung von Dinatriumphosphat (enthaltend 
11,876g Na,HPO, 2H,O im Liter). Beim Trocknen bei 105 bis 110° 
verliert letzteres sein Kristallwasser. 

Gewicht des Trockenrückstandes von 100 ccm: gefunden 0,9270 g, 
0,9283 g; ber.: 0,9268 g. Vorversuche zeigten, daß der Trockenrückstand 
der reinen Phosphatlösung sich durch die Behandlung mit Tierkohlemengen, 
wie sie zu den Adsorptionsversuchen verwendet wurden, in folgender Weise 
änderte. Die Versuche wurden wie üblich angesetzt. Je Ap Gem auf das 
Doppelte verdünnte Phosphatlösung wurden mit 1. 112,5 mg Tierkohle, 
2. 225 mg Tierkohle, 3. 337,5 mg Tierkohle geschüttelt. Nach dem Zentri- 
fugieren wurde ein aliquoter Teil eingedampft, bei 105 bis 110° getrocknet 
und gewogen; bei diesen Versuchen waren die nicht abtrennbaren Reste 
Kohle gut durch die Färbung des Rückstandes zu sehen. 


Gewicht des Trockenrückstandes. 









2 3 
Bezeichnung | An mas Angewendet 
com ccm 






Gef.. . . | 0,1646 0,1662 
Ber... . © 0,1622 0,1622 
Diff.. . . | + 0,0024 | +0,0005 | -+ 0,0040 


Hauptversuche. Oben beschriebene Fermentlösung (Lösung 3) wurde 
auf das Doppelte verdünnt und je 45 cem davon mit 1. 112,5 mg Tierkohle, 
2. 225 mg Tierkohle, 3. 337,5 mg Tierkohle 21, Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur geschüttelt. Der Gesamttrockenrückstand des Zentrifugats 
betrug: 











Rückstand (gew.) . . . 0,1678 
Phosphat (ber? . .. . 0,1391 
Trockensubstanz. . . . 0,0287 


Da das Gewicht der durch Zentrifugieren nicht abtrennbaren Tierkohle 
etwa 2 bis 4 mg beträgt, sind diese Zahlen mit einem Fehler von ungefähr 
10 Proz. behaftet. 

Der Trockenrückstand vor der Adsorption betrug in 40 ccm 0,2449 g, 
davon Phosphat 0,1854g (ber.); Gehalt an Drüsenextrakt in 40ccm 
= 0,0595g. In 45ccm Lösung waren mithin enthalten: 




















Vor Adsorption : 0,0669 g | Es waren adsorbiert von 
Nach Adsorption mit 
112,5 mg Tierkohle Laugs | Mittel 0,0428 | 112,5 mg Tierkohle . . 0,0241 
? 
225 „ , „0,0357 | 225 „ „0,0812 
3375 , : kä: > 0,0311 | 337,5 , „  . -0,0358 
? 3 
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Umgerechnet auf 100 cem Lösung und 100 mg Tierkohle: 





Konzentration der SE | Adsorption von 100 ) mg Tierkoble 

















Maßstab — — 0,15 : 1000 "ei St g]100 mg 0,15 : 1000 — Maßstab d. Abb. 
636 | 143 


0953 g 0,0214 
529 | 0.0793 e | 0.0138 92 
461 | 0.0891 & ı, 0,0106 71 
Hierzu Abb. 2. 


Je höher die Konzentration der Restlösung ist, desto mehr Trocken- 
substanz ist auch adsorbiert; die Adsorptionskurve verläuft normal, 
obwohl die Freundlichsche Adsorptionsformel nicht darauf anwendbar 
ist (was bei einem so wenig definierten Gemisch nicht in Erstaunen 
setzen kann). Zeichnet man die Adsorptionskurven der Diastase und 
der „Trockensubstanz‘“ so in das gleiche Netz ein, daß für den Gehalt 
des gleichen Volumens der Ausgangslösung der gleiche Maßstab ge- 
nommen‘ wird, so sieht man, daß beide Kurven sich überschneiden. 
[In der beigegebenen Abb. 2 ist der Gehalt von 10 ccm ursprünglicher 
Lösung (0,15ccm „Trockensubstanz“ bzw. k (Rona) = 4,34) als 100 
angenommen]. Die Temperaturabhängigkeit innerhalb des Intervalls 
von 0 bis 35° ergibt sich aus folgender Tabelle: 


estlösung nach Ad, Restlösung nach Ad- 


Tierkohle 
"R 
mg Koca (45 ccı cem) ` sonen (45 ar 





00 32—380 
„ Trockensubstanz“ der | „Trockensubstanz“ der 


25 0,0423 0,0434 
3375 0.0306 0,0315 

















Es wird also bei höherer Temperatur etwas weniger adsorbiert; 
jedoch kaum außerhalb der Fehlergrenze. 


Die Temperaturabhängigkeit der Diastase dagegen ist recht be- 
deutend, und zwar wird bei niedrigerer Temperatur weniger adsorbiert. 
Es wurde ein 10 Monate alter, unter Toluol aufbewahrter Glycerin- 
auszug (Lösung 2) verwendet. Seine Konstante k der Reaktions- 
geschwindigkeit war, nach Willstätter und Schudel bestimmt, k = 0,042. 
Innerhalb der 14 Tage Versuchsdauer änderte sie sich in folgender 
Weise: 


Datum: 125, vm. EA 27. vm 28. vm 18.12. IX. Em Jam |7. 1X. 18. IX. 
j 1. 27. IN Aue b i 











l4: 15 
405 | 396 


A 2 
433 


ol 10 


SEN SE 8 
419 | 398 


430 | 448 ` A4 


II 
419 


n, Ke n = 
k. 1% (1 ccm) 




















Ich bezeichne die Fermentmenge in 100 ccm vor der Adsorption 
wieder als 100. Adsorptionskurven bei 0° (Nr. 1) und bei 37° (Nr. 2). 


26 * 
































Ben Absorpt. | Absorpt. Ber Adsorbier« | Adsorbier 
un (Proz. ad» |(von 100 mg | ee (Proz, ad» on 100 a 

(100 ccm) | Sorbierter | Tierkohle | ccm) | sorbierter | Tierkohle 
Diastase) | ads. Diast.) | ‚ Diastase) |ads. Diast.) 


Jierkoble adsorb Diasiase 


i 





00 400 a 600 700 800 300 
Konzentration der Restlösung 


Abb. 3, 


von 100 


Wir sehen, daß die Menge der bei 37° adsorbierten Diastase un- 
abhängig von dem Verhältnis Fermentkonzentration : Tierkohle ist. 
Die Menge der bei 0° adsorbierten Diastase ist davon abhängig, und 
die Kurve ähnelt derjenigen bei Zimmertemperatur. Der Verlauf der 
Kurve 1 kann nicht auf größere Adsorption der Begleitstoffe zurück- 
geführt werden. Denn diese wird (s. oben) von der Temperatur kaum 
beeinflußt. Es bleibt die Annahme, daß anschließend an die Adsorption 
bei höherer Temperatur eine chemische Reaktion auftritt, die die 
Diastase zerstört, vielleicht eine Oxydation, möglicherweise auch eine 
Trypsinwirkung (die freilich wegen der ungünstigen Wasserstoffionen- 
konzentration weniger anzunehmen ist). Für eine solche chemische 
Reaktion spricht auch die Irreversibilität der Adsorption und die 
geringe Eluierbarkeit adsorbierter Diastase durch Substrat. 


Reversibilität. Die nächstliegende Methode zur Feststellung der 
Reversibilität der Adsorption ist folgende: Man nimmt die Adsorption 
in konzentrierter Lösung vor, verdünnt dann und sieht zu, ob sich 
dasselbe Gleichgewicht einstellt, wie wenn man gleich in der verdünnten 
Lösung hat adsorbieren lassen. In unserem Falle ist diese Versuchs- 
anordnung nicht durchführbar, weil der Unterschied der in verdünnter 
und in konzentrierter Lösung adsorbierten Diastasemenge zu gering ist. 
Es wurde darum die verschieden große Adsorption bei verschiedener 
Temperatur zugrunde gelegt. 
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I. Der Versuch wurde doppelt angesetzt. Je 5 ccm gepufferter Ferment- 
lösung (a) 0,0187 A.-E. pro Kubikzentimeter, b) 0,0201 A E pro Kubik- 
zentimeter] und 100 mg Tierkohle wurden 


L bei 37° 2 Stunden geschüttelt, dann auf 20° abgekühlt und weiter 
4 Stunden geschüttelt, 


2. 2 Stunden bei 37° geschüttelt, 
3. 4 Stunden bei 20° geschüttelt. 


Die Lösungen wurden dann zentrifugiert und die Diastase in der 
Ausgangs- und in der Restlösung nach Wilistätter und Schudel bestimmt. 





j Diastasegehalt der Restlösung 

















mmm Adsorbiert (Proz. 
Nr. | k ka der Ausgangslösung nn 
i S f i | 
1 0,0099 0,0094 
2 0,0091 0 0099 
3 0 ‚0161 0,0159 





II. 10ccm alter Glycerinauszug (Lösung 2) und 100 mg Tierkohle 
wurden bei 37° 2 Stunden geschüttelt, dann auf 0° abgekühlt und weitere 
215 Stunden geschüttelt, schließlich zentrifugiert. 

Daneben wurde in Parallelversuchen die bei 37° und bei 0° allein nach 
2 bzw. 21, Stunden adsorbierte Diastase bestimmt. Jeder Versuch wurde 
vierfach angesetzt (Diastasebestimmung nach Wiüllstätter und Schudel). 





—— [m e E ER 


| Adsorbiert (Proz.) 








T tur 
u | 1 2 3 4 Mittel 
370 65,0 67 62 67 65,5 
0° DI A 52 49 52 49 
Erst 37°, dann 0° 65 A 64 63 63,5 64 


Die Adsorption ist irreversibel. 


Elution durch Substrat. Nun wurde nachgesehen, ob adsorbierte 
Diastase durch Substrat, Stärke oder Glykogen, eluiert werden könne. 
Es zeigte sich, daß durch Stärkelösung ein kleiner Teil, weniger als 
5 Proz., der adsorbierten Diastase eluiert wird, und zwar mehr bei 
höherer Temperatur. Von Glykogen wird nichts oder nur geringste 
Spuren bei Zimmertemperatur eluiert. 


Qualitativ. 


1. 20ccm wässeriger Fermentlösung (k pro lccm = 0,054) wurden 
mit 300 mg Tierkohle 1 Stunde lang bei Zimmertemperatur geschüttelt; 
dann wurde die Flüssigkeit abzentrifugiert, der Rückstand dreimal mit 
Wasser gewaschen und das Wasser möglichst vollständig abgegossen. Die 
Tierkohle wurde mit 46ccm Wasser von 37° in ein Gemisch von 25 ccm 
2 proz. Stärkelösung, 25ccm Phosphat (pe = 6,8) und 4ccm 20proz. 
Kochsalzlösung, das im Wasserbade von 37° stand, gespült und gut gemischt. 
Von Zeit zu Zeit wurden Proben von 10 ccm entnommen und mit 0,5 ccm 
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Normalsalzsäure versetzt. Die Tierkohle wurde durch Zentrifugieren ab- 
getrennt und der Stärkeabbau mittels Jod festgestellt. 


Zeit Jodfärbung 
10’ | blau 
25 blaurot 
50’ rot 
VO farblos 
Quantüativ. 


2. 600 mg Tierkohle werden zu 300 ccm Glycerinauszug (Lösung 2) 
gefügt und das Gemisch wird 2 Stunden bei Zimmertemperatur geschüttelt. 
Dann wird zentrifugiert und die Tierkohle noch dreimal mit Phosphatlösung 
gewaschen. Die Fermentlösung enthielt vor der Adsorption 1,42 A.-E.. 
nach der Adsorption 0,33 A.-E. Die 600 mg Tierkohle haben mithin 
1,09 A.-E. adsorbiert; 100 mg 0,18 A.-E. Die Tierkohle wird in 50 ccm 
Wasser suspendiert und je 20 ccm davon werden in 100 ccm eisgekühlte 
Stärkelösung von solcher Konzentration gebracht, daß danach das Ferment- 
Substratgemisch die übliche Konzentration hat. 50ccm enthalten dann 
100 mg Tierkohle. Nach zweistündigem Stehen bei 0° wird rasch zentri- 
fugiert und von der Tierkohle abgegossen. Das Ferment-Substratgemisch 
wird nun schnell auf 37° gebracht; aus Probe l und 2 werden je 50 ccm 
abpipettiert und angesäuert (als Blindversuch) und der Rest wird 10 bzw. 
20 Minuten bei 37° stehengelassen. Dann wird auch dieser Teil angesäuert 
und 50ccm davon zur Maltosebestimmung nach Willstätter und Schudel 
verwendet. 

Probe 1 (10 Minuten Einwirkungszeit) verbraucht 0,4ccem n/l0 Jod 
netto, entsprechend 0,0016 A E 

Probe 2 (20 Minuten Einwirkungszeit) verbraucht 0,55 ccm n/10 Jod 
netto, entsprechend 0,0011 A.-E. 

Es wurde etwa 1 Proz. eluiert. 

3. Die Vorbehandlung und Menge der Tierkohle wie bei vorstehendem 
Versuch. Gehalt der Fermentlösung vor Adsorption 1,44 A.-E.; nach 
Adsorption 0,31 A.-E., 600 mg Tierkohle enthalten 1,13 A.-E. Nach dem 
Waschen der Tierkohle wurde sie ganz in 250 ccm eisgekühlte Stärkelösung 
gebracht (50 ccm enthielten 120 mg Tierkohle, entsprechend 0,23 A.-E.). 
Etwa 80 ccm davon wurden zentrifugiert, auf 37° erwärmt und angesäuert; 
50 ccm hiervon dienten als Blindversuch. Das tierkohlehaltige Ferment- 
Substratgemisch wurde auf 37° erwärmt und je 50 ccm nach 20, 30, 60, 
90 Minuten abpipettiert, mit 2ccm Normalsalzsäure angesäuert, zentrifugiert 
und die Diastasebestimmung nach Willstätter und Schudel vorgenommen. 

Probe 1 (30 Minuten a verbraucht 3,97 cem n/10 Jod 
netto, entsprechend 0,003 A.-E. 

Probe 2 (60 Minuten Einwirkungsdauer) wurde von Jod nur noch 
schwach rot gefärbt, verbraucht aber trotzdem nur 5,0 ccm Jod. 

Probe 3 (30 Minuten Einwirkungsdauer) wurde von Jod gar nicht 
mehr gefärbt. 

4. 20,0ccm Glycerinauszug (Lösung 2), 400 mg Tierkohle.. Vor- 
adsorption wie im vorhergehenden Versuch. Diese 400 mg werden nach 
dem Waschen in 500 ccm Stärkelösung von der Konzentration der Diastase- 
bestimmung nach Wilistätter und Schudel gebracht, die im Wasserbade 
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von 37° erwärmt werden. In gewissen Zeitabständen werden je 50 ccm 
davon abpipettiert, angesäuert, zentrifugiert und nach Wilistätter und Schudel 
behandelt. Dadurch wird neben der Elution selbst auch die eventuelle 
Geschwindigkeit der Elution bestimmt. 







Gem n/1l0 Jod 
mg Maltose . 
kjccm — 0,003 0,00260,0037|0,0037|0,0041|0,0040|0,0041|0,004010,0039 

Bei Nr. 8 wurde die Stärkelösung durch Jod nur noch schwach blau 
gefärbt, bei Nr. 9 und 10 gar nicht mehr, sondern nur noch recht schwach 
gelb rot. Diese Erscheinung deutet darauf hin, daß entweder die Diastase 
durch die Adsorption verändert wird oder der Fermentprozeß nach voll- 
zogener Elution anders verläuft. Für die Geschwindigkeit der Elution 
folgt aus diesem Versuch, daß der größte Teil der überhaupt eluierbaren 
Diastase schon innerhalb 10 Minuten eluiert ist; dann wird nur noch wenig 
eluiert. Vor der Adsorption enthielt die Fermentlösung 1,01 A.-E.; nachher 
0,25 A.-E. 400 mg haben 0,76 A.-E., 40 mg (in 50ccm Stärkelösung) 


0,076 A.-E. adsorbiert.. Eluiert wurden 0,004 A.-E. d.i. See 100 





= etwa 5 Proz.. 


5. Elution mit Glykogen. 10 ccm Glycerinauszug (Lösung 2), 200 mg 
Tierkohle.. Voradsorption wie oben. Zentrifugieren, fünfmal waschen 
die Tierkohle in 25ccm Wasser suspendieren und davon 1. 1,25ccm 
(= 10 mg Tierkohle). 2. 5,0 ccm (= 40 mg Tierkohle) 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur mit Glykogenlösung stehenlassen; dann zentrifugieren, auf 
37° bringen und den Glykogenabbau nephelometrisch verfolgen. 





1 | 2 
Nephelometer | ~ 
t n 
l H r 


0 20 21 ‚1 WÉI oan 7 
35’ 20 21 5 20 23, 2 
95’ 20 22, 1 23 9 

150’ 20 22 1 


In beiden Fällen wurden nur geringste Spuren eluiert. 








Beeinflussung der Diastaseadsorption durch oberflächenaktive 
Alkohole. In Vorversuchen wurde der Einfluß untersucht, den Alkohole 
in der verwendeten Konzentration auf die Diastasebestimmung aus- 
üben. Die Diastasebestimmung nach Rona und van Eweyk wird nicht 
beeinflußt, da bei der großen Verdünnung, in der die alkoholhaltige 
Fermentlösung angewandt wird, die Konzentration im Ferment- 
Substratgemisch außerordentlich gering ist. Diastasebestimmung ohne 
Alkohol k = 291, Diastasebestimmung mit der gleichen Fermentmenge, 
die aber 10 Proz. Äthylalkohol enthält, ergibt k = 287. Die Diastase- 
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bestimmung von Willstätter und Schudel wird durch die höheren Alkohole, 
die in kleinerer Konzentration zugegen sind, auch nicht beeinflußt. 
0,3 ccm Fermentlösung verbrauchen bei 10 Minuten Einwirkungs- 
dauer 4,72 (4,50), im Mittel 4,56 ccm J; bei Zusatz von 0,06 ccm Butyl- 
alkohol verbrauchen sie 4,30 (4,62), im Mittel 4,46 ccm J. Äthylalkohol 
verringert die gefundenen Maltosemengen. 


Verbrauch von n/10 Jod in ccm. 





Ohne Alkohol Mit Alkobol 


(Ferment : Alkohol = 1:1) 








5,31 5,88 = + 9,5 Proz. 
3,26 277 = — 150 „ 
4,27 3,88 = — 91 , 
5,05 474 = — BA 


Im Mittel ergeben sich mit Alkohol etwa 5 Proz. zu wenig Jod- 
verbrauch. Um die Wirkung von Alkohol auf die Diastaseadsorption 
festzustellen, wurde jeder Adsorptionsversuch als Doppelversuch 
angesetzt. Gleiche Volumina derselben Lösung wurden gleich lange 
mit gleichen Tierkohlemengen geschüttelt; der eine Versuch enthielt 
den oberflächenaktiven Stoff, der Parallelversuch das entsprechende 
Volumen Wasser!). Verwendet wurden: 


Äthylalkohol in einer Konzentration von 9,2 Proz. 
Butylalkohol — ,, e » 14 „ 
Amylalkohol ‚„ ,, D „ 0,3 und 2 Proz. 


Ein Versuch wurde mit Phenylurethan (gesättigte Lösung) gemacht. 
Eine Verdrängung der Diastase durch die zugesetzten Stoffe war in 
keinem Falle nachzuweisen. 


1. Fermentlösung 3. Je 12,5ccm wurden auf ZB ccm verdünnt, 
und zwar: 


l. mit Wasser, 
2. „ 2,3ccm Äthylalkohol und Wasser, 
3. „ 0,35,, Butylalkohol ,, u. 


Je 10ccm von 1, 2, 3 wurden mit 180 mg Tierkohle 21, Stunden 
geschüttelt, dann zentrifugiert. Je 0,5cem der Restlösung wurden zur 
Diastasebestimmung nach Rona und van Eweyk verwendet. Zur Diastase- 
bestimmung vor der Adsorption wurden 2ccem der Lösung 1 auf 25cem 
gebracht und Leem verwendet. Gleichzeitig wurde ein Parallelversuch 
angesetzt. Bezeichnung: 


1) Die Alkoholkonzentrationen lehnen sich an die bei Lesser und Zipf 
(Beeinflussung der Zuckerbildung der Froschleber durch homologe 
Alkohole, diese Zeitschr. 140, 439, 1922) verwendeten an. Die geringer 
konzentrierten sind siokapillar (vgl. im Traubeschen Stalagmometer). 
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Lösung vor Adsorption (0,5 cem) . ...... 1894 1888 
Lösung 1 (0,5 cem). .. 2... 2 222000. 449 435 
a T'geet nn A 429 398 
» 3(05 „ ) EE 434 450 


2. Fermentlösung 3. Je 10 ccm wurden auf 25 verdünnt, und zwar: 
l. mit Wasser, 
2. „ 0,125ccm Amylalkohol und Wasser, 
3. sn 0,5 za „ „ 33 


Je 20 cem von 1, 2, 3 wurden mit 180 mg Tierkohle 21, Stunden lang 
geschüttelt, dann zentrifugiert. Der Diastasegehalt der Restlösung wurde 
nach Willstätter und Schudel bestimmt (1,0 cem Lösung, 10 Minuten Ein- 
wirkungsdauer). 


a | mond | , 
ccm 














Lösung 1 | 397 0,0189 
2 3.86 0,0190 
4.16 0.0208 


3. Die Versuchsanordnung war wieder die gleiche. Lösung 1 und 2 waren 
ohne Zusatz kapillaraktiver Alkohole hergestellt. Lösung 3 enthält 7proz. 
Butylalkohol, Lösung 4 war gesättigt mit Phenylurethan. 








Bezeichnung | n/10 Jod ccm | k 
EE u 








Lösung I | 4,28 0,0217 
"ai 444 0.0227 
äu 420 0,0211 

4| 418 0.0210 


n 


Dagegen ist die ,Trockensubstanz‘“‘-Adsorption durch Alkohole 
beeinflußbar. 


1. Wässeriger Extrakt aus Trockenpankreas; je 40 ccm wurden auf 
50 cem gebracht: 


L mit Wasser, 
2. „ 4,6cem Äthylalkohol und Wasser. 
Je 45ccm von 1 und 2 wurden mit 225 mg Tierkohle geschüttelt, 


zentrifugiert und je 40 ccm des Zentrifugats zur Bestimmung der Trocken- 
substanz eingedampft. Das alkoholhaltige Zentrifugat enthielt: 

gy o 5) im Mittel 0,371 g Trockensubstanz, 
das alkoholfreie 


D E im Mittel 0,352 g Trockensubstanz. 
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Die 40 ccm enthalten 0,2766g Phosphate; die aus dem Pankreas 
stammende ‚‚Trockensubstanz‘ ist daher in der Restlösung: 
mit Alkohol: 0,090, 0,098, im Mittel 0,094 g (0,094 g) 
ohne Alkohol: 0,076, 0,74, ,, m 0,075 g 
Auch hierbei beträgt der durch nicht abtrennbare Tierkohlereste 
hervorgerufene Fehler etwa 2 bis 4 mg = 5 Proz. 
2. Bei der gleichen Versuchsanordnung, aber Verwendung von Butyl- 
alkohol in einer Konzentration von 2,8 Proz. ergaben sich folgende Werte: 
Trockensubstanz der alkoholhaltigen Lösung: 0,380 g, davon 0,277 g 
Phosphat = 0,103 g. | 
Trockensubstanz der alkoholfreien Lösung: 0,356g, davon 0,277 g 
Phosphat = 0,079 g. 
Die Verdrängung der Begleitstoffe durch die Alkohole ist mithin sehr 
bedeutend, ungefähr 20 Proz. 


Die Begleitstoffe und die Diastase besetzen beide einen gewissen 
Teil der Tierkohleoberfläche. Die hinzugefügten oberflächenaktiven 
Stoffe beanspruchen ebenfalls, gemäß ihrer Konzentration, einen Teil 
und verdrängen Diastase und Begleitstoffe, oder deutlicher, vermindern 
die für dieselben verfügbare Oberfläche. In unserem Falle scheinen 
die Begleitstoffe allein so viel Platz an der Kohle freizumachen, daß 
die Adsorption der Diastase nicht beeinflußt wird. Es lag daher die 
Möglichkeit nahe, daß in einer durch ‚fraktionierte Adsorption“ ge- 
reinigten Lösung eine Diastaseverdrängung durch die Alkohole nach- 
weisbar wurde. Die Voradsorptionen müssen so geleitet werden, daß 
möglichst viel Begleitstoffe unter möglichst wenig Fermentverlust 
wegadsorbiert werden. Nach der gegenseitigen Lage der Adsorptions- 
kurven von Begleitstoffen und Diastase müssen für die Voradsorptionen 
kleine Tierkohlemengen verwendet werden; und da bei niedrigerer 
Temperatur weniger Diastase adsorbiert wird, die Begleitstoffadsorption 
durch die Temperatur aber kaum beeinflußt wird, sind die Voradsorp- 
tionen bei möglichst niedriger Temperatur vorzunehmen. Die an- 
gewandte Fermentlösung (Lösung 3, unverdünnt) enthielt 0,30 Proz. 
aus der Drüse stammende feste Stoffe (‚‚Trockensubstanz‘‘) und in 
100 ccm 7,2 A.-E. (A.-W. = 0,24). 

1. Voradsorption: 700 mg Tierkohle, 140 ccm Ferment, Schütteldauer 
21, Stunden bei Zimmertemperatur. Das Zentrifugat enthielt in 100 ccm 
0.197 g Trockensubstanz und 6,94 A.-E. (AW. = 0,35). 

2. Voradsorption: 130 ccm des Zentrifugats von 1 und 650 mg Tier- 
kohle, Schütteldauer 1 Stunde bei 0°. Das Zentrifugat enthält in 100 ccm 
0,179g und 6,08 A.-E. (A.-W. = 0,34). 

3. Voradsorption: 120 ccm des Zentrifugats von 2 und 500 mg Tier- 


kohle, Schütteldauer 1 Stunde bei 0°. Das Zentrifugat enthält in 100 ccm 
5,00 A.-E. (keine Trockensubstanzbestimmung). 

4. Voradsorption: 110 ccm des Zentrifugats von 3 und 220 mg Tier- 
kohle, Schütteldauer 1 Stunde bei 0°. Das Zentrifugat enthält in 100 ccm 
0,12g Trockensubstanz und 4,8 A.-E. (A.-W. = 0,4). 
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Durch die Behandlung stieg der Amylasewert (der Reinheitsgrad) 
des Präparats von 0,24 auf 0,4, also fast auf das Doppelte. Mit der so 
vorbehandelten Lösung wurden die Alkoholversuche wiederholt, auch 
diesmal in allen Fällen, ohne daß eine Adsorptionsverdrängung nach- 
weisbar war. 


1. Je 20 ccm des Zentrifugats von der vierten Adsorption wurden auf 
25 ccm verdünnt, und zwar: 
l. mit Wasser, 
2. „ Äthylalkohol (4,6 cem) und Wasser, 
3. ,, Butylalkohol (0,35 ccm) und Wasser. 


Je 20 ccm von 1, 2, 3 werden bei Zimmertemperatur 24, Stunden mit 
60 mg Tierkohle geschüttelt, danach zentrifugiert. Je 2ccm der Rest- 
lösungen werden dann auf 25 ccm verdünnt und davon 1 ccm zur Diastase- 
bestimmung nach Rona und van Eweyk verwendet. Es wird k in 


BEE. RO ONE. RER ER 
301.10-5 | 318.10-5 | 316. 10-5 


k des unverdünnten Zentrifugats ist gleich 460. 10-5; es wurden 
18, 14, 14 Proz. adsorbiert. 


2. Zentrifugat der vierten Voradsorption. Je 20 ccm davon wurden 
auf 25 verdünnt, und zwar: 
l. mit Wasser, 
2. ON eem Butylalkohol und Wasser. 


Je 20 ccm von l und 2 wurden bei Zimmertemperatur 24, Stunden 
lang mit 100 mg Tierkohle geschüttelt, dann zentrifugiert. Je 2ccm der 
Restlösung werden dann auf 25 ccm verdünnt und davon 1 cem zur Diastase- 
bestimmung nach Rona und van Eweyk verwendet. Vor der Adsorption 
ist 10% . k = 499; nach der Adsorption ist k . 10+5 bei 1 = 258, hei 2 = 260. 
Adsorbiert wurden in beiden Fällen etwa 48 Proz. 


3. Zugleich über den Einfluß der Reihenfolge bei der Zugabe von 
Alkohol und Ferment. Zentrifugat der vierten Voradsorption. 








1. 20 ccm Fermentlösung und 5ccm Wasser, 
2.20 ,, a 4,60 ccm Äthylalkohol, Wasser ad 25, 


von l und 2 werden je 20 ccm zu 140 mg Tierkohle gebracht. Eine dritte 
Tierkohleprobe von 140 mg wird zuerst mit 3,68 ccm Äthylalkohol gemischt 
und erst etwa nach einer Viertelstunde 16ccm Ferment und 0,66 ccm 
Wasser hinzugefügt. Das Gesamtvolumen ist dann 20 ccm (die Kontraktion 
des Alkohol-Wassergemisches ist berücksichtigt). Zur Diastasebestimmung 
nach Rona und van Eweyk wurden 2 ccm des Zentrifugats von 1, 2, 3 auf 
25 ccm verdünnt und Leem angewandt. k vor der Adsorption ist 505 . 10-3, 
nach der Adsorption bei 1 233, bei 2 236, bei 3 220. 10-5. Mithin wurden 
48, 48, 51l Proz. adsorbiert. 
4. Fermentlösung. Je 20 ccm wurden auf 25 verdünnt: 

und 2. mit Wasser, 
mit 1,75ccm Butylalkohol und Wasser, 

» 0,5 , Amylalkohol und Wasser, 

» Wasser, und es wurde so viel Phenylurethan dazugegeben, 
daß eine gesättigte Lösung entstand. 


pr ber 
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Je 0,8 ccm der nicht weiter verdünnten Filtrate wurden zur Diastase- 
bestimmung nach Wilästätter und Schudel verwendet. 


| aOd | a 
| ccm 





l 

2 | 5,00 0,0266 

3 4,59 0,0237 

4 4,81 0,0252 

5 4,66 0,0251 
Zusammenfassung. 


Es wurde das Adsorptionsverhalten der Diastase ungereinigter 
Pankreasextrakte gegenüber Tierkohle untersucht. 

Die Adsorption ist irreversibel und nimmt mit steigender Tem- 
peratur zu. Die Adsorptionskurven bei 0° und bei Zimmertemperatur 
steigen steil zu einem Maximum an und sinken jenseits des Maximums 
langsam ab. Die Adsorptionskurve bei 37° steigt ebenfalls steil an, 
hält sich aber dann auf ungefähr der gleichen Höhe. Die Adsorptions- 
kurven von Ferment und Begleitstoffen überschneiden sich. 

Durch oberflächenaktive Stoffe wird die Adsorption nicht beein- 
fiußt. Auf Stärkelösung wirkt an Tierkoble adsorbierte Diastase nur 
sehr schwach. auf Glykogenlösung gar nicht ein. 


Über die Trennung der Fermente des Gerstenmalzes. 


II. Mitteilung!?): 
Lichenase und Celloblase. 


Von 
Hans Pringsheim und Arthur Beiser. 


(Aus dem chemischen Institut der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 3. April 1926.) 


Die Bedeutung des das Polysaccharid Lichenin spaltenden Ferment- 
gemisches wird durch die in neuerer Zeit?) erwiesene Verbreitung des 
Lichenins sehr erhöht, besonders aber gewinnt das Studium dieser 
Enzyme durch die nahe Beziehung des Lichenins zur Cellulose und die 
Fähigkeit der licheninspaltenden Fermente, auch denaturierte Cellulose 
anzugreifen, sehr an Interesse. Karrer?) zeigte kürzlich in einer wichtigen 
Arbeit, daß auch die Kinetik der Lichenin- und Cellulosespaltung durch 
den Darmsaft der Weinbergsschnecke, dem er seine besondere Auf- 
merksamkeit gewidmet hat®), ganz parallel verläuft. Die von ihm 
aufgefundene Gesetzmäßigkeit, daß die Spaltung in beiden Fällen, 
gemessen an der Glucosebildung, zuerst im Sinne einer monomolekularen 
Reaktion hd nachher entsprechend der Schützschen Regel verläuft, 
dürfte durch das lIneinandergreifen zweier Fermentwirkungen zu 
erklären sein, deren Katalysatoren zu trennen der Gegenstand dieser 
Arbeit war. 

Wir zeigen im folgenden, daß die Fermente des Gerstenmalzes, 
unter denen wir vor 3 Jahren licheninspaltende Fermente aufgefunden 
haben®), auch auf Cellulosepräparate wirkam sind. Während die Art 


1) I. Mitteilung: H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky, diese 
Zeitschr. 164, 117, 1925. 

2) P. Karrer, M. Staub und I. Staub, Helv. 7, 159, 1924. 

3) P. Karrer, P. Schubert und W. Wehrli, ebendaselbst 8, 797, 1925. 

4) P. Karrer, B. Joos und M. Staub, ebendaselbst 6, 800, 1923; 
P. Karrer und Illing, Ergänzungskd. d. Koll.-Zeitschr. 86, 91, 1925. 

D H. Pringsheim und Seifert, H. 128, 284, 1923. 
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der im Helixsaft vorhandenen einschlägigen Teilfermente noch nicht 
festgelegt ist, ist erwiesen, daß die Lichenin zu Glucose spaltenden 
Enzyme des Gerstenmalzes Lichenase und Cellobiase vergemeinschaftet 
enthalten!), ja es gelang durch gealterten Gerstenmalzextrakt, Lichenin 
quantitativ in Cellobiose zu spalten?). 

Der Versuch, die unbefriedigende Trennung der Lichenase von der 
Cellobiase auf dem Wege der Alterung durch ein geeignetes kolloid- 
chemisches Verfahren zu ersetzen, hat gerade bei diesen beiden Fer- 
menten im Gegensatz zur Trennung der Mannanase von der Mannobiase 
und der Malzamylase von der Malzmaltase®) noch zu keinem befriedigen- 
den Ergebnis geführt, wie überhaupt die Fraktionierung von Fermenten 
gleichartiger Substrate, z.B. der Disaccharide, auch heuzutage noch 
zu den schwierigeren Problemen der Enzymchemie gehört. Willstätter 
und Bamann) erzielten kürzlich auf diesem Gebiete durch die Trennung 
der Maltase und Saccharase der Hefe einen schönen Erfolg. Sie erreichten 
diesen Fortschritt durch die Verwendung des für die Fermentfraktionie- 
rung besonders geeigneten, von R. Wilstätter, H. Kraut und O. Er- 
bacher®) hergestellten Metaaluminiumhydroxyds. Dadurch angeregt, 
übertrugen wir die Verwendung dieses Adsorbens auf die Gersten- 
malzfermente. 

Während der Verfolg der Spaltung von Maltose und Rohrzucker 
nebeneinander durch die Änderung der Reduktionskraft bzw. der 
Drehung glatt gelingt, liegen die Verhältnisse bei unserem Ferment- 
gemisch weit schwieriger, weil die Lichenase und die Cellobiase gewisser- 
maßen ein Fermentsystem bilden, da das vom ersten Ferment, der 
Lichenase, gelieferte Reaktionsprodukt das Substrat für das zweite 
Ferment, die Cellobiase, darstellt. Im ursprünglichen Malzauszug 
überwiegt die Intensität der Cellobiasewirkung die der Lichenase, so 
daß die intermediär gebildete Cellobiose nie in Erscheinung tritt; die 
Folge davon ist, daß die Licheninspaltung auf die ausschließlieh gebildete 
Glucose bezogen werden kann. In den Zwischenstadien unserer Frak- 
tionierungsversuche, bei denen es uns hauptsächlich auf die Entfernung 
der Cellobiase ankam, tritt die Wirkung dieses Ferments hinter der der 
Lichenase zurück, so daß als Endprodukt Cellobiose und Glucose ent- 
stehen können. Während sich nach gelungener Trennung die Lichenin- 
spaltung aus der gebildeten Cellobiose errechnet, ist ihre Festlegung in 
den Zwischenstadien mit Hilfe der bisherigen analytischen Methoden 


1) H. Pringsheim und J. Leibowitz, H. 181, 262, 1923. 

2) H. Pringsheim und W. Kusenack, H. 187, 266, 1924. 

3) H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky, diese Zeitschr. 164, 
117, 1925. 

4) R. Willstätter und Bamann, H. 151, 273, 1926. 

D R. Willstätter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2458, 1925. 
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unmöglich. Solange man nicht weiß, wieviel Lichenin gespalten ist, 
kann man das Mischungsverhältnis von Cellobiose und Glucose aus der 
Reduktionskraft nicht ermitteln. Auch die Einbeziehung der optischen 
Drehung, die an sich infolge der Inaktivität des Lichenins möglich wäre, 
führt hier nicht zum Ziele, weil zufälligerweise das Verhältnis von 
Drehung und Reduktionskraft für Cellobiose und Glucose, nämlich ` 
35 zu 52,5 wie 14,4 zu 20,4 fast genau das gleiche ist. Wir waren deshalb 
gezwungen, den Fortschritt der Trennung in den Zwischenstadien 
schätzungsweise aus der Reduktionskraft abzuleiten, weshalb wir in 
unseren Tabellen in diesen Fällen keine Spaltungsprozente, sondern 
nur die Milligramme Cu angeben. Doch hat uns dieser Mangel an der 

Erreichung unseres Zieles nicht gehindert. 


Es ist nötig, an dieser Stelle den Chemismus unserer Ferment- 
reaktionen etwas genauer zu präzisieren, da sie in ihrer Gesamtheit 
nicht als Spaltung bezeichnet werden können, denn wir zeigen im 
folgenden, daß der Elementarkörper des Lichenins, das Glucosean- 
hydrid Lichosan!), und der Elementarkörper der Cellulose, das Glucose- 
anhydrid Cellosan?), auf dem Wege einer neuartigen Fermentsynthese 
zum Disaccharid Cellobiose kondensiert werden, während die Spaltung 
der Cellobiose in Glucose durch die Cellobiase im alten Sinne einer 
Hydrolyse verläuft. Ob der Angriff der Lichenase auf das Lichenin 
bzw. auf denaturierte Cellulose die Mitwirkung eines desassoziierenden 
Ferments voraussetzt, oder ob der Eingriff der Lichenase in das asso- 
ziierte Molekül erfolgt und durch die strukturelle Änderung des 
Elementarkörpers eine Neigung zur Betätigung der ihm zukommenden 
Molekularvalenzen?) aufgehoben wird, kann heute noch nicht entschieden 
werden. 


Als Fermentlösung kam der auf üblichem Wege hergestellte Extrakt 
von Trockenmalz der Byk-Guldenwerke Akt.-Ges. zur Verwendung, 
der in den meisten Fällen durch Dialyse von seinen reduzierenden Bei- 
mengungen, Dextrinen und Maltose, befreit wurde. Da hierzu auch in 
einem kontinuierlichen rotierenden Dialysierapparat mehrere Tage 
nötig sind, glaubten wir an einen großen Verlust an Lichenase. Die 
Methode der Entfernung der reduzierenden Bestandteile durch Hefe- 
gärung, die für die Zukunft empfehlenswerter sein dürfte, lieferte uns 
jedoch eine Fermentlösung mit gleicher Lichenasemenge. Da es nicht 
wahrscheinlich ist, daß die Einbuße an Lichenase durch Dialyse und 
Gärung ganz parallel verläuft, ist anzunehmen, daß wir in beiden Fällen 
das ursprünglich im Malzextrakt enthaltene Ferment beibehalten haben. 


1) H. Pringsheim, Knoll und Kasten, B. 58, 2135, 1925. 
2) H. Pringsheim, J. Leibowitz, A. Schreiber, E. Kasten, Liebigs Ann. 
der Chem. im Druck. i 
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Wie schon früher beobachtet, altert die Cellobiase wesentlich 
rascher als die Lichenase; erst zum Schluß unserer Arbeit stellten wir 
fest, daß sich ein solches gealtertes Fermentgemisch vorzüglich für die 
Trennung eignet, zumal nach dreimonatigem Altern kein Lichenase- 
verlust zu beklagen war (s. Tabelle VI). Diese Beobachtung werden wir 
‘ uns in Zukunft zunutze machen. 


Durch Vorversuche stellten wir fest, daß sich die Fraktionierung 
am besten mit Metaaluminiumhydroxyd, schlechter mit dem ß-Prä- 
parat!) und am schlechtesten mit Kaolin ausführen läßt (s. Tabelle I). 
Das Metahydroxyd wirkte am besten im alkalischen Gebiet. Wir 
ermittelten, daß die Wasserstoffionenkonzentration von py = 11 am 
geeignetsten ist und eine bessere Trennung als pe = 10 gestattete, 
während die Verlegung der Adsorption in das noch stärker alkalische 
Gebiet bei pe = 11,5 bzw. 12 und 13 eine wesentliche Schwächung der 
Fermente mit sich brachte (s. Tabelle III). Unter diesen Umständen 
gehen bei pe = 11 etwa 60 bis 70 Proz. der vorhandenen Cellobiase und 
nur sehr wenig der Lichenase an das Adsorbens. Um aus dem Ad. 
sorbendum die restierende Cellobiase zu entfernen, wurde es auf eine 
Wasserstoffionenkonzentration von pg = 3 umgestellt und wieder mit 
Metaaluminiumhydroxyd geschüttelt; hierbei geht der ganze Rest der 
Cellobiase, aber auch ein gehöriger Prozentsatz der Lichenase an das 
Aluminiumhydroxyd. Dadurch entsteht ein Verlust bis 70 Proz. der 
ursprünglichen Lichenasemenge (s. Tabelle VI). Auf diese Weise ge- 
wannen wir in dem zweiten Adsorbendum eine cellobiasefreie Lichenase 
und erreichten somit ein Ziel unserer Versuche. Mit Hilfe dieses geeig- 
neten Ferments gelang es uns, Lichenin, Lichosan und Cellosan, also 
in den beiden letzten Fällen auch die Glucoseanhydride, in Cellobiose 
umzuwandeln, was nicht nur durch die Anwendung des cellobiasefreien 
Ferments, sondern auch durch das Ausbleiben der Glucosazonbildung 
nach der Fermentation wie auch durch die auf Cellobiose stimmende 
Drehung und Reduktionskraft erwiesen wurde. Dagegen war die 
fraktionierte Lichenase zu schwach, um uns die quantitative Um- 
wandlung ihrer Substrate in Cellobiose zu gestatten, ein Problem, 
welches wir mit Hilfe der nunmehr gesammelten Erfahrungen zu 
lösen hoffen. 


Der Versuch, die von der Cellobiase befreite Lichenase durch 
Adsorption anzureichern, hat nicht zum Ziele geführt, da auch dieses 
Ferment in Analogie zur Saccharase?) nach der Befreiung von seinen 
Begleitstoffen mit den von uns angewandten Hilfsmitteln nicht mehr 
adsorbierbar ist (s. Tabelle VII). 


1) R. Willstätter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2448, 1925. 
2) R. Willstätter, B. 59, 8, 1926. 
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Die Kinetik der Lichenin- und Cellobiosespaltungen sowie die 
quantitative Charakterisierung unserer Fermentpräparate werden 
Gegenstand einer besonderen Mitteilung sein. 


Versuch steil. 


1. Substrate. 


Licheninlösung ist eine 0,3proz. Lösung von reinem Lichenin in 
Wasser. Das Lichenin wurde nach früheren Angaben!) hergestellt, 
mit dem Unterschiede, daß wir nach dem Verschwinden der Jod- 
reaktion die Lichenin enthaltende Lösung nicht ausfrieren ließen, 
sondern die warme Lösung schnell zentrifugierten, wobei zunächst ein 
dunkler Niederschlag von unreinem Lichenin sich absetzt. Die über- 
stehende, noch warme Lösung wurde abgegossen und stehengelassen ; 
dabei setzt sich ganz reines Lichenin ab, welches sich beim Erwärmen 
leicht in Wasser klar auflöst. Das als Cellobioselösung bezeichnete 
Substrat ist in den meisten Fällen eine lproz. Lösung von Cellobiose 
in Wasser. | 


2. Fermentlösungen bei verschiedenen Puffern und deren Umstellungen. 


Infolge der Adsorptionen bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen waren wir gezwungen, die Fermentlösungen um- 
zustellen. Die Umstellung geschah auf Grund der Tabelle der ersten 
Arbeit auf S.125, die dahin zu ergänzen ist, daß die angewandten 
Pufferlösungen den Angaben von Michadis „Praktikum der physi- 
kalischen Chemie‘ entsprechen. Die Tabelle mußte für unsere Zwecke 
noch durch die folgenden Umstellungen erweitert werden. 


Angewandter Puffer | 


Zusatz von Dep = 2°) Ergebnis 








pa = 
Org l ] 5,4 
SEL 1 2 4,1 
10*++) | 1 2 4,6 
10 +** 2 3 5,2 
Han 1 2 4,8 
11+** 2 3 55 
(aan | 2 5 42 
12}) 1 3 4,1 
Län 1 2 49 
13+) ] 3 46 
134) 2 3 5,7 


*) Citrat und HCI. *) Borat und HCI. °) Borat und Natron. +) Giykokoll und Natron. 


1) H. Pringsheim und Kusenack, H. 187, 265, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 27 
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3. Fermentversuche. 
I. Verschiedene Adsorbentien. 

20 ccm Malzauszug, 5ccm Pufferlösung von Py =8 mit O,lg 
Metaaluminiumhydroxyd (1) bzw. ß-Hydroxyd (2) oder Kaolin (3) 
LG Stunde geschüttelt, nach der Adsorption abzentrifugiert und auf 
Do = 5 durch Zugabe von 5ccem Puffer po = 2 umgestellt. 

Versuchslösungen A, B, C, D, Gesamtvolumen 30 cem: 15 ccm 
Licheninlösung, D ccm Puffer pe = 5, 5 cem Malzauszug bzw. 7,5 cem 
Adsorbendum 1, 2, 3 (enthaltend 5 ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslösungen a, ß, y, ô, Gesamtvolumen 30 ccm: 15 ccm 
2proz. Oellobioselösung, 5ccm Puffer po = 5, 5 cem Malzauszug bzw. 
7,5ccm Adsorbendum 1, 2, 3 (enthaltend 5 ccm Malzauszug) bei 37°. 


Tabelle I. 
Titration mit je Beem der Lösung nach Bertrand. 








Glucose in Proz. 


| Cu in mg 


















13,7| 0 
13,9 | 4,7 
24 ||11,0 15, 4/11 7 

48 11,0 16,0 11 7 

100 11,9 19.4 13,7 
*) Nicht berechenbar, Séi Seite 413, da Cellobiose»Spaltung nicht bis zu 100 Proz ` 




















II. Adsorption mit der doppelten Menge Metaaluminium- 
hydroxyd. 

20 ccm Malzauszug, 5ccm Puffer pe = 8, % Stunde geschüttelt 
mit 0,2g Metahydroxyd, nach der Adsorption abzentrifugiert und auf 
Pa = 5 durch Zugabe von Beem Puffer po = 2 umgestellt. 

Versuchslösungen A, B, Gesamtvolumen 80 cem: 40 ccm Lichenin- 
lösung, 10 ccm Puffer pa =5, cem Malzauszug bzw. 7,5ccm Ad. 
sorbendum (enthaltend 5 ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslösung f, Gesamtvolumen 40 ccm: IO eem Cellobiose- 
lösung, 10 ccm Puffer pa = 5, 7,5 ccm Adsorbendum bei 37°. 


Tabelle II. 
Titration mit je 5cem nach Bertrand. 











T e j Cu in mg Glucose in Proz. 
_— B*) ß 
Oh 0 0 33,9 0 Fr 0 
24 7,9 9,9 439 ` 52 — 71 
48 8,9 11,8 48,0 56 ER 100 
72 9,5 15,9 48.0 59 = 100 
96 / 10,2 10,8 48,0 63 — 100 


*) Nicht berechenbar, vgl. Seite 413, da Cellobiose-Spaltung nicht bis zu 100 Proz. 
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IH. Adsorption bei verschiedenem Py. 


20 ccm Malzauszug, 5cem Puffer pg = 3 (1), oder Py = 6,5 (2), 
oder pe = 9 (3), oder Ppa = 10 (4), oder pe = 11 (5), oder pa = 11,5 (6), 
oder Pa = 12 (7), oder Pa = 13 (8), Lo Stunde geschüttelt mit 0,1 g 
Metahydroxyd, nach der Adsorption abzentrifugiert und auf p, = 5 
durch Zugabe von öccm Puffer p = 7, oder 2 ccm py = 8, oder 5ccm 
Pa = 2, oder 7,5 ccm Py = 2, oder 9 cem Py = 2, oder 10 ccm Pa = 2, 
oder 10 ccm De = 2, oder 12 ccm Bu = 2 umgestellt. 

Versuchslösungen A, B, C, D, E, F, G, H, I, Gesamtvolumen 50ccm: 
25ccm Licheninlösung, 5 ccm Puffer p, = 5, 5 ccm Malzauszug bzw. 
7,5cem Adsorbendum 1, oder 6,5 ccm Adsorbendum 2, oder 7,5 ccm 
Adsorbendum 3, oder 8 cem Adsorbendum 4, oder 8,5 ccm Adsorbendum 5, 


oder 9 ccm Adsorbendum 6, oder 9 ccm Adsorbendum 7, oder 9,5 ccm 
Adsorbendum 8 bei 37°. 


Versuchslösungen a, b, c, d, e, f, g, h, i, Gesamtvolumen 40 cem: 
10 ccm Cellobioselösung, 5 ccm Puffer p, = 5, 5 ccm Malzauszug bzw. 
"Beem Adsorbendum 1, oder 6,5 ccm Adsorbendum 2, oder 7,5 ccm 
Adsorbendum 3, oder 8ccm Adsorbendum 4, oder 8,5 ccm Adsorbendum 5, ` 
oder 9 cem Adsorbendum 6, oder 9 cem Adsorbendum 7, oder 9,5 ccm 
Adsorbendum 8 bei 37°. 


Tabelle III. 
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Glucose in Proz. 
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24 || 34 | 100 | 35 | 83 | 45 91 | — | 41|—| 0|—| 0|—| 73| 4/0| 4/0 
48 || 47 |100 |30 |50|45/50|—| 67|— 54|—|13|—| 86|10|/0]10| 0 
Ske |100|—|—|—|— || 10| — | 100| —| 5 || 10| —|—|—|— 





*) Nicht berechenbar, vgl. Seite 416, da Cellobiose»Spaltung nicht bis zu 100 Proz. 


IV. Versuch mit zentrifugiertem Malzauszug. 


Beim Zentrifugieren von Malzauszug machten wir die Beobachtung, 
daß sich ein Niederschlag von Eiweißstoffen absetzt. Wurden die 
Adsorptionsmethoden auf eine solche Fermentlösung angewandt, so 
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stellte sich heraus, daß die Cellobiase überhaupt nicht adsorbiert wird, 
was uns zu der Annahme berechtigte, daß die beim Zentrifugieren aus- 
geschiedenen Eiweißkörper zur Adsorption der Cellobiase notwendig sind. 

30 ccm zentrifugierter Malzauszug, 10 ccm Puffer pe = 11, 
1, Stunde geschüttelt mit 0,15 g Metahydroxyd, abzentrifugiert und 
auf De = 5 durch Zugabe von 18 cem Puffer p, = 2 umgestellt. 

Versuchslösungen A, B, Gesamtvolumen 50 ccm: 35 ccm Lichenin- 
lösung, 5ccm Puffer p, = 5, Beem Malzauszug bzw. 10ccm Adsor- 
bendum (enthaltend 5ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslösungen a, D, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 ccm Cellobiose- 
lösung, Beem Puffer pı = 5, öcem Malzauszug bzw. 10 ccm Adsor- 
bendum bei 37°. 


Tabelle IV. 








Glucose in Proz. 


0 128 | 0 0 0 0 

7 au | 40 100 30 100 : 

86 | 2 | 48 100 38 100 
111 Ia | 50 100 48 100 


V. Adsorptionsversuche in Gegenwart von Alkohol, Eiweiß 
und durch mehrmaliges Adsorbieren. 
15ccm Malzauszug, 10ccm 50 proz. Alkohol, beem Puffer p, = 8, 
1, Stunde geschüttelt mit 0,1 g Metahydroxyd, abzentrifugiert und auf 
Be = 5 durch Zugabe von Beem Puffer p, = 2 umgestellt (1). 


20 ccm Malzauszug, 5ccm Puffer p,, = 11, Lë Stunde geschüttelt 
mit 0,1g Metahydroxyd, zentrifugiert; 0,2 cem Eiereiweißlösung hinzu- 
gegeben, 1, Stunde geschüttelt mit 0,05 g Metahydroxyd, zentrifugiert 
und mit 9ccm Puffer pa = 2 auf De = 5 umgestellt (2). 

20 ccm Malzauszug, 5ccm Puffer De = 11, % Stunde geschüttelt 
mit 0,1 g Metahydroxyd, dann dreimal je eine LG Stunde mit je 0,05 g 
Metahydroxyd geschüttelt und zentrifugiert; durch Zugabe von 9 ccm 
Puffer pa = 2 auf Du = 5 umgestellt (3). 

Versuchslösungen A, B, C, D, Gesamtvolumen 50 ccm: 25 ccm 
Licheninlösung, Boom Puffer py = 5, Beem Malzauszug bzw. 12 cem 
Adsorbendum 1, oder 8,5 ccm Adsorbendum 2, oder 8,5 ccm Adsor- 
bendum 3 (enthaltend 5ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslösungen a, ß, y, d. Gesamtvolumen 40 ccm: 10 eem 
Cellobioselösung, 5 cem Puffer p = 5, Boom Malzauszug bzw. 12 cem 
Adsorbendum 1, oder 8,5ccm Adsorbendum 2, oder 8,5ccm Adsor- 
bendum 3 bei 37°. 
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Tabelle V. 


DIEHEINEKIEREIKHEIEREITZGIERDE 





oh! o |1240 |14 |9 |124|0 |124| ol oi o oj}—' oj—| o0 
24 || 6 |17 |38|185 51159148] 162138 | 100 | 24 |75 |—]| 76|—]| 83 
48 || 8 |17 |3,8|1856|64/17 |64|17 |50! 100 |24 |75 | — | 100 | — | 100 


®) Nicht berechenbar, siehe Seite 416, da Cellobiose-Spaltung nicbt bis zu 100 Proz. 


VI. Kombinierte Adsorption bei pg = 11 und pe = 3. 

100 ccm Malzauszug, 10 ccm Puffer p, = 11, % Stunde mit 0,5 g 
Metahydroxyd geschüttelt, zentrifugiert, durch Zugabe von 18 ccm 
Puffer pa =2 und 10ccm Puffer pu = 3 auf De =3 umgestellt, 
nochmals mit 0,6g Metahydroxyd 21, bis 3 Stunden geschüttelt, 
zentrifugiert und durch Zugabe von 10 ccm Puffer pg = 7 auf py = 5 
umgestellt. 

a) Versuchslösungen A, B, Gesamtvolumen 50 cem: 25 ccm 
Licheninlösung, 5ccm Puffer pe = 5, 5 cem Malzauszug bzw. 7,5 ccm 
Adsorbendum, enthaltend 5ccm Malzauszug, bei 37°. 

Versuchslösungen a, f, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 ccm Cellobiose- 
lösung, 5cem Puffer Py = 5, 5ccm Malzauszug bzw. 7,5ccm Ad- 
 sorbendum bei 37°. Tabelle VI. 


Titration mit je ö5ccm nach Bertrand. 











zen] dE EE f 
Oh 0 124 | 0 12,4 0 0 0 0 
4 6 17. | 29 | 124 38 100 32 0 
48 8 17 29 | 124 50 100 32 0 


a Glucose in Proz. **) Cellobiose in Proz. 


b) Spaltversuch mit größerer Fermentmenge. 

Versuchslösung A, Gesamtvolumen 50cem: 25ccm Lichenin- 
lösung, 5ccm Puffer py = 5, 20 ccm Adsorbendum bei 37°. 

Versuchslösung a, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 ccm Cellobiose- 
lösung, 5ccm Puffer pu = 5, 20 cem Adsorbendum bei 37°. 

Versuchslösung B, Gesamtvolumen 30ccm: 102 mg Cellosan, 
Beem Puffer pyu = 5, 20 ccm Adsorbendum bei 37°. 


Tabelle VII. 
Titration mit je 5ccem nach Bertrand. 











Cellobiose in Proz. 





T 
Ma Bi B be 
ob 0 0 0 
24 54 0 50 
48 84 0 61 
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c) Versuchslösung A, Gesamtvolumen 50 ccm: 25ccm lproz. 
Licheninlösung, Beem Puffer pe = 5, 20 ccm Adsorbendum bei 37. 


Versuchslösung B, Gesamtvolumen 40 ccm: 0,4g Cellosan, 5 ccm 
Puffer Ge = 5, 20 cem Adsorbendum bei 37°. 














Tabelle VIII. 
T | Cu in mg Cellobiose in Proz. 
EN | i A B ER A TI B 
Oh o | o0 0 0 
24 15,3 10,6 42 13,5 
48 21,0 15,0 54 20 
96 — 24,3 — KU 





Drehung: Aus dem Ergebnis des Versuchs A berechnet sich die 
Konzentration der Cellobiose nach einer 48stündigen Spaltung zu 
54 Proz. Die Drehung im l-dm-Rohr wurde zu a = + 0,290 gefunden. 
+ 0,230. 2 

5 
= + 0,090, somit auf die Drehung der gebildeten Cellobiose 0,290 — 0,099 ` 
= + 0,200. 


Davon entfallen auf die Eigendrehung des Ferments 


+ 0,20°.. 100 
54 


Aus dem Ergebnis des Versuchs B berechnet sich die Konzentration 
der Cellobiose nach einer 96stündigen Spaltung zu 31 Proz. Die Drehung 
im 1-dm-Rohr wurde zu a = + 0,260 + 0,010 gefunden. Davon ent- 


0 ; 
fallen auf die Eigendrehung des Ferments a — + 0,15°, 


Lef = —= +37, 


somit auf die Drehung der gebildeten Cellobiose + 0,260 — 0,15° 
= + 0,110 + 0,01° 
-—— = + 35,5°. 


20 __ 
d) Vergleich des Verlaufs der Spaltungen von Lichenin, Lichosan 


und Cellosan. 


Versuchslösung A, Gesamtvolumen BO ccm ` 25ccm Lichenin- 
lösung, 5ccm Puffer pg = 5, 12,5cem Adsorbendum (enthaltend 
10 ccm Malzauszug) bei 37°. 


Versuchslösung B, Gesamtvolumen 50ccm: 77,2 mg Lichosan, 
5ccm Puffer py = 5, 12,5 ccm Adsorbendum bei 37°. 

Versuchslösung C, Gesamtvolumen 50ccm: 77,9 mg Cellosan, 
5 ccm Puffer pa = 5, 12,5 ccm Adsorbendum bei 37°. 


0,11°. 100 
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Tabelle IX. 
Titration mit je Beem nach Bertrand. 
T Cu in mg | Cellobiose in Proz. 
— dÅ 4 Po 
Oh 0 0 0 
4 3,2 3,5 1,0 
24 6,4 5,7 2,9 
48 6,4 5,7 29 





VII. Adsorptionsversuche der fraktionierten Lichenase. 


100 ccm Malzauszug, 10 ccm Puffer pe = 11, %, Stunde geschüttelt 
mit 0,5 g Metahydroxyd, zentrifugiert, durch Zugabe von 18 ccm Puffer 
Pa = 2 und 10ccm Puffer pe =3 auf Py =3 umgestellt, 24, Stunden 
geschüttelt mit 0,6 g Metahydroxyd, zentrifugiert, dazu mit 3,3 ccm Puffer 
Be = l auf De = 2 umgestellt, nochmals 1, Stunde mit 0,4g Meta- 
hydroxyd geschüttelt, mit 10 ccm Puffer pe = 8 auf p, = 5 umgestellt. 
Das Adsorbat mit 5ccm Puffer p, = 6,5 und 10 ccm H,O eluiert. 

Versuchslösungen A, B, C, Gesamtvolumen 50ccm: 25ccm 
Licheninlösung, 5ccm Puffer p, = 5, 5ccm Malzauszug bzw. 7,5 ccm 
Adsorbendum oder 5ccm Eluat bei 37°. 

Versuchslösungen a, ß, y, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 ccm Cello- 
bioselösung, 5 cem Puffer pa = 5, Boom Malzauszug bzw. 7,5 ccm Ad- 
sorbendum oder 5ccm Eluat bei 37°. 


Tabelle X. 


Titration mit je Beem nach Bertrand. 


Cu in mg | In Proz. 
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*) Glucose in Proz. **) Cellobiose in Proz. 
Wir danken der Justus Liebig-Gesellschaft für die Gewährung 


eines Stipendiums an den einen von uns (Arthur Beiser), das uns die 
Durchführung der Versuche ermöglichte. 


Resorptionsversuche am isolierten überlebenden Darm. 


III. Mitteilung: 
Der Einfluß von Saponin auf die Resorption von Zuckerlösungen. 


Von 
Fritz Lasch und Siegmund Brügel. 


(Aus der biologischen Abteilung des pharmakognostischen Instituts der 
Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 6. April 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Ausgehend von den Untersuchungen Koflers und Kaureks!), daB 
Saponine bei peroraler Verabreichung auf die Resorption von Stro- 
phanthin und Digitoxin einen fördernden Einfluß haben, wurde in 
zwei früheren Mitteilungen in dieser Zeitschrift von einem von uns ein 
resorptionsfördernder Einfluß von Saponinum purum albissimum Merck 
auf die Resorption von Calcium am isolierten überlebenden Darm 
nach einer neuen Methode festgestellt?). Es konnte durch Zusatz von 
geringen Dosen Saponin um rund 70 bis 180 Proz. mehr Calcium aus 
der Innenflüssigkeit des Darms zum Verschwinden gebracht werden 
als ohne Saponinzusatz. 

In vorliegender Mitteilung sollte nun weiter untersucht werden, 
wie sich körpereigene organische Substanzen in dieser Hinsicht verhalten. 
Zu diesem Zwecke wurde der Traubenzucker als methodisch leicht 
verfolgbare Substanz gewählt. Wir verwendeten ausschließlich chemisch 
reinen Traubenzucker (Kahlbaum) für unsere Versuche. Als Saponin 
nahmen wir auch diesmal Saponinum purum albissimum Merck mit 
dem hämolytischen Index 1:20000. Die Zuckerlösung wurde jeweils 
frisch mit destilliertem Wasser hergestellt, ebenso erfolgte der Saponin- 
zusatz unmittelbar vor dem Versuch. Den Zuckergehalt der Lösungen 
bestimmten wir mittels des Reduktionsverfahrens nach der neuen 
Methode von I. Bang ?). Von der zu untersuchenden Versuchslösung 
wurde stets l cem mittels Vollpipette in einen geeichten Meßkolben 
gebracht und auf 200 ccm mit destillierttem Wasser aufgefüllt. Die 
Zuckerbestimmungen erfolgten in diesen Lösungen und sind alle Werte 
in den Tabellen und Kurven auf diese Verdünnung (1: 200) zu beziehen. 
Die gefundenen Zahlen sind stets Mittelwerte aus mindestens sieben ` 
gut übereinstimmenden Parallelanalysen. Es wurde naturgemäß der 


1) Kofler und Kaurek, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 109, 362, 1926. 

2) Lasch, diese Zeitschr. 169, H. 4/6, S. 292, 1926. 

3) Ivar Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. I. F. Bergmann, 
1922. 
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Anfangsgehalt des Zuckers in den Lösungen mit und ohne Saponin 
jeweils festgestellt. Die Traubenzuckerlösungen waren 4,91proz. und 
der verwendeten Ringerlösung, in der das Darmstück während des 
Versuchs suspendiert war, isoton. Diese Isotonie wurde mit der Gefrier- 
punktserniedrigung durch den Beckmannschen Apparat jeweils kon- 
trolliert. Der pg-Gehalt der Versuchsflüssigkeit war stets der gleiche. 
Er betrug bei allen Versuchen 7,0. Seine Feststellung erfolgte durch 
die kolorimetrische Methode mit der Indikatorenreihe nach L. Michaelis. 
Als Außenflüssigkeit des untersuchten Darms verwendeten wir eine 
- Ringerlösung von folgender Zusammensetzung: Na HCO, = 0,03proz., 
CaCl, = 0,024 proz., KCI = 0,042proz., NaCl = 0,9proz. Ihr pe- Gehalt 
betrug 7,3. Auf die Eiweißfreiheit der Zuckerlösung nach dem Versuch 
wurde stets geprüft (Trichloressigsäure, Sulfosalicylsäure, Kochprobe 
mit Essigsäure). Die Reaktion war bei sämtlichen Versuchen negativ. 
Als Versuchstiere verwendeten wir Meerschweinchen von 300 bis 
600 g Gewicht, die wir durch Entbluten aus der Carotis töteten. Wir 
nahmen ausschließlich Darmstücke des Jejunums und obersten Ileums. 


Die Versuchsmethodik war der in der früheren Mitteilung angegebenen 
Anordnung vollkommen gleich!). Es wurden stets nacheinander Vergleichs- 
versuche in der Weise angestellt, daß an ein und demselben Darm die Zucker- 
lösung allein und dann die Zuckerlösung unter Saponinzusatz zur Resorption 
gelangte. Es wurde der Zuckergehalt vor Beginn der Versuche bestimmt, 
die Lösung ins Lumen des Darms einlaufen und bei konstantem Druck im 
Innern belassen; dann wurde sie möglichst quantitativ abgesaugt und der 
Zuckergehalt neuerlich festgestellt. Aus der Differenz außerhalb der Fehler- 
grenzen der Zuckerbestimmungsmethode (+ 5 Proz.) konnte auf das 
Verschwinden von Zucker aus der Innenflüssigkeit des Darms während der 
Versuchszeit geschlossen werden, und dieses wurde unter gewissen in der 
I. Mitteilung genau angegebenen Vorsichtemaßregeln als Resorption auf- 
gefaßt. Der Vergleichsversuch mit Saponin wurde unter vollkommen 
gleichen Bedingungen (Zeit, Temperatur, Druck, Flüssigkeitsmenge) an 
demselben Darm wiederholt. Verschwand unter Saponinzusatz bei sonst 
ganz gleichen Versuchsbedingungen und Kontrollversuchen, auf die später 
genauer eingegangen werden soll, mehr Zucker als ohne Saponin, so dürfte 
dies mit ziemlicher Sicherheit auf eine resorptionsfördernde Wirkung dieser 
Substanz zurückzuführen sein. Die Lebensfähigkeit des Darms wurde 
fortlaufend durch Aufzeichnung seiner Pendelbewegungen am Kymographion 
festgestellt. Eine Beeinflussung der muskulären Tätigkeit des Darms durch 
die in unseren Versuchen gebrauchten Saponinmengen konnten wir nicht 
beobachten. Die Ringerlösung wurde stets vor und namentlich nach dem 
Versuch qualitativ mit Fehling auf Zucker untersucht, in der Annahme, 
daß die in der Innenflüssigkeit verschwundene Zuckerlösung aus der Darm- 
wand in die Außenflüssigkeit diffundieren könnte. Es konnte jedoch in 
keinem Versuch auch nur spurenweise eine Reduktion durch die Ringerlösung 
festgestellt werden. 

Nachstehend seien die Versuchsresultate vorerst tabellarisch kurz 
wiedergegeben: 


1) Lasch, l. oe 
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Aus Tabelle I ist klar zu ersehen, daß unter dem Einfluß von Saponinum 
purum albissimum Merck bei sonst vollkommen gleichen Versuchsbedingungen 
(gleicher Anfangsgehalt der Lösungen an Zucker, Zeit, Druck, Temperatur) 
in allen Versuchen mehr Zucker resorbiert wurde als ohne Saponin. Die 
Menge des sowohl mit als auch ohne Saponin verschwundenen Zuckers 
ist wohl abhängig von individuellen Schwankungen der Darmverhältnisse 
der verschiedenen Versuchstiere, ist jedoch namentlich bei Saponinzusatz 
gut mit der Versuchsdauer in Beziehung zu bringen; und zwar läßt sich im 
allgemeinen feststellen, je länger die Versuchsdauer, desto größer die Re- 
sorption. Die gleiche Tatsache wurde auch bereits bei der Feststellung der 
Förderung der Resorption des Calciums durch Saponin gemacht. Es konnte 
auch in vorliegenden Versuchen die Tatsache bestätigt werden, daß die 
optimale Versuchszeit bei zwei Parallelversuchen etwa 100 Minuten beträgt 
und bei Überschreitung dieser Zeit keine bessere Resorption zu erzielen 
ist, im Gegenteil dieselbe wieder abnimmt, wohl weil die funktionelle Tätig- 
keit der Darmschleimhaut trotz möglichst physiologischer Bedingungen 
nicht mehr ihre volle Tätigkeit entfalten kann. Nachstehend möge eine 
graphische Darstellung den Einfluß der Versuchsdauer auf die Resorption 
veranschaulichen;; in derselben sind die Mittelwerte des resorbierten Zuckers 
in Prozenten des Anfangsgehaltes der Lösung an Zucker aus jeweils gleich 
lang dauernden Versuchen dargestellt. 


Tabelle II. 














Mittelwerte des resorbierten Zuckers in Proz. 














Zeit in des Anfangsgehalts der Lösung 
Minuten 
ohne Saponin mit Saponin 
15 | 0,75 | 15,0 
30 | 6,75 Ä 21,5 
6 | 2,00 | 23,5 
90 | 0,8 | 33,0 
100 d 11,9 | 53,0 
130 18,0 39,0 
135 10,0 | 29,0 


% Zucker resorbiert 





AIO FIS 
Zeit ın Minuten 


Abb. 1. 


Aus obiger Abbildung ersieht man deutlich, daß einerseits unter Saponin- 
zusatz eine deutliche, sehr starke Resorption des Zuckers gegenüber der 
Zuckerlösung allein stattfindet, andererseits die Größe der Resorption 
bis zur Versuchsdauer von 100 Minuten im direkt proportionalen Verhältnis 
zur Versuchsdauer steht; von da an fällt sie wieder ab. Die Kurve der 
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Resorption der Zuckerlösung ohne Saponin weist wohl ziemlich starke, 
individuelle Schwankungen auf, doch läuft auch sie im allgemeinen der 
Saponinkurve parallel. 

Es wurden nun, um durch etwaige Mängel der Methodik bedingte 
Fehlerquellen aufzudecken, die die Zuverlässigkeit obiger Resultate be- 
einträchtigen könnten, eine Anzahl von Kontrollversuchen vorgenommen. 

Es könnte der Einwand gemacht werden, daß beider Versuchsanordnung, 
bei der zuerst die Zuckerlösung allein und dann die Zuckerlösung mit Saponin- 
zusatz zur Resorption gelangte, bei einer etwas längeren Versuchsdauer 
die funktionelle Tätigkeit der Darmschleimhaut trotz der möglichst physio- 
logischen Bedingungen bereits Schädigungen erfahre und sich in einer 
stärkeren Zuckerabnahme im Darminnern bemerkbar machen. Es wurde 
deshalb eine ganze Reihe von Untersuchungen von gleicher Dauer angestellt, 
bei welchen erst Zucker allein und dann Zucker mit Saponin, an einem 
anderen Darm zuerst Zucker und Saponin und dann Zucker allein zur 
Resorption gelangte. Auch hier möge eine kurze Tabelle (III) Übersicht 
gewähren. 

Tabelle III. 






Zuckergehalt 














Zusammensetzung de 
Versuchs» i| Versuchs in mg pro ccm RE in un em ‚- ES gl Geet 
. de uckerlö 
BISERERER E dee Aukenaslisung Gehalt | 5 — 0,25 5 mg Saponin pro 
| 
= m > Et EE = —— mo. 
Ia 100 0,276 0,132 52,0 7,0 Z+S 
b 100 0,276 0,239 13,5 7,0 Z 
IIa 100. 0,210 0,182 10,3 7,0 Z 
b 100 0,210 0,115 54,0 7,0 Z+S 


Die Zusammenfassung zeigt, daß einerseits bei den gewählten Versuchs- 
zeiten die funktionelle Tätigkeit der Darmschleimhaut innerhalb gewisser 
Grenzen konstant bleibt, andererseits daß durch die angewandte Saponin- 
menge (0,25 mg pro Kubikzentimeter) keine nachhaltige anatomische 
und funktionelle Schädigung der Darmschleimhaut erfolgt, da die Zucker- 
resorption aus reinen Zuckerlösungen in beiden Versuchen annähernd die 
gleiche ist. 

Weitere Kontrollversuche wurden vorgenommen, um zu prüfen, ob 
die funktionelle Tätigkeit der Darmschleimhaut während einer gewissen 
Zeit konstant bleibe. Zu diesem Zwecke wurde die Resorption von ein 
und derselben Zuckerlösung an demselben Darm an zwei hintereinander 
laufenden Versuchen verfolgt. 
































Tabelle IV. 

"PO - 8 u wt Zuckergehalt ? 
TEF | | ICH | der ga Differenz (resorbiert) 
HERE | Gesamte | Pa- | 838 | in mg pro com | 

SIS Druck | e Ba (en 

CHE £ Darminnern Ca keit Gehalt se | | in Proz. d. 
3 |3@| incm in ccm | selben : ch Weg Aber) in mg gor ie 
SIb SEI | vorher nachher | pro com | get er 
Suz | l S'EN | jeung an 
e ME aaaf I iS KZ | u 
I; 60 52 1,8 d Z 0,217 | 0,193 | | 0,024 11 
IT | 0 52 1,9 70 | Z | 0,217)0,196 | 0,021 10 
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Auch dieser Versuch zeigt, daß die funktionelle Tätigkeit der Darm- 
schleimhaut auch bei längerer Versuchsdauer an ein und demselben Darm 
die gleiche ist. 

Zusammenfassend zeigen die hier mitgeteilten Versuche, daß 
Saponinum purum albissimum Merck auf blutisotonische Trauben- 
zuckerlösungen einen deutlichen resorptionsfördernden Einfluß ausübt. 
Die Größe der Resorption steht bis zu einer Versuchsdauer von etwa 
100 Minuten im direkten proportionalen Verhältnis zur Versuchsdauer 
und nimmt dann wieder ab. Es verschwinden ohne Saponinzusatz je 
nach der Versuchsdauer 0,75 bis 18 Proz. des Anfangsgehaltes an Zucker, 
mit Saponin jedoch 14 bis 53 Proz. (Mittelwerte). Diese Versuchs- 
ergebnisse lassen weiterhin mit großer Wahrscheinlichkeit den Schluß 
zu, daß Saponine einen beträchtlichen resorptionsfördernden Einfluß 
besitzen, wie es schon von Kofler und Kaurek!) für Strophanthin und 
Digitoxin und dem einen von uns für Calcium festgestellt wurde 2). 
In weiteren Untersuchungen sollen nun diese Eigenschaften der Sapo- 
nine für die perorale Therapie, namentlich von schwer resorbierbaren 
Substanzen, herangezogen werden. . Versuche am Tiere sind bereits 


im Gange. 


1) Kofler und Kaurek, l. c. 
2) Losch, l. c. 


Beiträge zum Mendel-Goldscheiderschen Blutmilchsäure- 
bestimmungsverfahren. 


Von 
Marcell Vas und Alexander Läng. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 6. April 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die neueren Forschungen haben in Verbindung mit der Milchsäure 
manche Probleme aufgeworfen, deren Lösung nur aus dem Grunde 
nicht möglich war, weil bisher keine Methoden bekannt waren, mit 
deren Hilfe die Milchsäure schnell zu bestimmen gewesen wäre. Die 
älteren Methoden, sowohl die gravimetrischen wie auch die titri- 
metrischen, waren einesteils langwierig, anderenteils erforderten sie 
die Entnahme von viel Blut. Zu serienweisen Bestimmungen eignet 
sich aber nur eine Methode, die möglichst schnell und einfach mit 
Verwendung von geringen Blutmengen auszuführen ist. Von diesem 
Standpunkte aus kommen in erster Reihe die kolorimetrischen Bestim- 
mungen in Erwägung, mit denen es in den letzten Jahren gelungen ist, 
einen hohen Grad der Genauigkeit zu erreichen. Weiterhin sind geringe 
Blutmengen zur Ausführung derselben ausreichend und das Arbeiten 
ist deshalb ein recht schnelles; diese Methoden eignen sich also sehr 
gut zu serienweisen Bestimmungen. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung der Milchsäure sind zwei 
Methoden bekannt; die Methode von Harrop und die nach Mendel- 
Goldscheider. Die erstgenannte Methode konnte sich nicht genügend 
verbreiten; übrigens — wie dies Mondschein (1) beweisen konnte — 
bindet bei diesem Verfahren der durch das Aufkochen entstehende 
Eiweißniederschlag viel Milchsäure. 

Als sehr zweckentsprechend kann man dagegen das vor kurzem 
veröffentlichte Verfahren nach Mendel-Goldscheider (2) betrachten. 
Dieses Verfahren wird folgenderweise ausgeführt: 








-x ~m 
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l ccm Blut wird mit 6 cem destilliertem Wasser hämolysiert, die mit 
l ccm proz. Metaphosphorsäure ausgefällten Eiweiße abfiltriert. Zur 
Entfernung der Kohlehydrate werden zu 4 cem des Filtrats 1 ccm 50proz. 
Kupfersulfatlösung und lg Calciumhydroxyd zugefügt, 30 Minuten lang 
stehengelassen, sodann zentrifugiert. Aus der wasserklaren oberen Schicht 
entnehmen wir mittels einer Pipette 0,5ccm und gießen es in ein reines 
Zentrifugierrohr, geben 3ccm Schwefelsäure zu und kochen es 4 Minuten 
lang. Nach weiteren 2 Minuten fügen wir 0,l ccm Veratrol-(dimethyl- 
äther-)lösung zu und untersuchen nach 20 Minuten die entstehende Rot- 
färbung im Kolorimeter. 


Im folgenden wollen wir über unsere beim Arbeiten mit der Methode 
Mendel-Goldscheider gewonnenen Erfahrungen berichten. Dieselben 
beweisen, daß diese Methode als ein sowohl klinisch wie auch 
physiologisch gut anwendbares und verläßliches Verfahren zu 
bezeichnen ist. 


1. Blutentnahme. Die Muskeltätigkeit erhöht die Menge der 
Milchsäure im Blute (3). Zur Sicherung der vollkommenen Un- 
beweglichkeit ist es ratsam, das Versuchstier in einem engen 
Käfig zu halten. 


2. Zur Entfernung der Eiweiße ist 5proz. Metaphosphorsäure 
geeignet, bei Anwendung von verdünnteren Lösungen ist die 
Fällung unvollkommen. Nachteilig ist, daß die Auflösung der 
Metaphosphorsäure viel Zeit erfordert. Zum Filtrieren verwendet 
man ein gehärtetes Filter, da ein gewöhnliches Filter viel Eiweiß 
durchläßt. 


3. Kupfersulfat und Calciumhydroxyd sind zur Entfernung der 
Kohlehydrate bei niedriger Zuckerkonzentration anwendbar, also 
auch für Blut geeignet. Die Mischung (Filtrat — Kupfersulfat — Calcium- 
hydroxyd) muß 30 Minuten stehen. Nach unseren Erfahrungen ist 
kürzere Zeit zur vollkommenen Fällung nicht genügend. 


4. Die Umwandlung der Milchsäure in Acetaldehyd geschieht 
durch Aufkochen mit konzentrierter Schwefelsäure. Das Erhitzen 
hat auf dem Wasserbade durch gleichmäßiges und intensives Kochen 
zu geschehen. Wichtig ist es, daß in dem zum Erhitzen verwendeten 
Gefäß die Flüssigkeit höher stehe als in dem Zentrifugierrohr. Im 
entgegengesetzten Falle scheint die Umwandlung nicht vollkommen 
stattzufinden, da wir eine schwächere Färbung bekommen. Nach 
Zufügen des zur Ausführung der Färbungsreaktion dienenden Veratrols 
ist die Flüssigkeit kräftig durchzuschütteln, damit die Vermengung 
des Veratrols eine vollkommene sei. 


Die entstehende Färbung ist nach pünktlich 20 Minuten im 
Autenrietlhschen Kolorimeter zu untersuchen, da die Färbung sich 
während des Stehens verstärkt und von Rosenrot ins Gelbe spielt. 
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Die Färbung wird nicht nur von der Konzentration des Veratrols, 
sondern auch von der der Schwefelsäure beeinflußt. Wir haben auch 
mit Schwefelsäure von niedrigerer Konzentration (75 Proz.) Versuche 
angestellt und gefunden, daß die Färbung, die nach Zugabe von 
0,125proz. Veratrol auftrat, gelblich gewesen ist, während bei An- 
wendung von Schwefelsäure in der von Mendel-Goldscheider vor- 
geschriebenen Konzentration Rosenrot die vorherrschende Farbe war. 
Bildung von Aldehyden hat also auch in diesem Falle stattgefunden, 
obzwar die Konzentration der Flüssigkeit (0,5ccm Calciumlactat 
+ 3ccm H,SO,) nur 64,28 Proz. betrug; es hat sich aber 40 Proz. 
weniger Aldehyd gebildet als bei Anwendung von Kahlbaumscher 
Schwefelsäure. In beiden Fällen haben wir Veratrol von gleich hoher 
Konzentration angewendet, der Ton der Färbung hängt also auch 
von der Konzentration der Schwefelsäure ab. 


Den Keil konnten wir aus sehr verdünntem Carbolfuchsin und 
l bis 2 Tropfen stark verdünntem Orange G leicht herstellen. Zum 
Kalibrieren des Keils ist es ratsam, ein leicht lösliches milchsaures Salz 
zu verwenden. Zu diesem Zwecke eignet sich besonders das milchsaure 
Calcium, da dasselbe in 12,4 Gewichtsteilen kalten, noch leichter warmen 
Wassers leicht löslich ist. Das Kalibrieren ist mit Verwendung von 
0,5ccm solcher milchsauren Calciumlösungen geschehen, deren Kon- 
zentration den voraussichtlichen Blutmilchsäurewerten entsprechend 
war, mit Berücksichtigung der zehnfachen Verdünnung des Blutes. 


Die Gestalt des Kalibrations- 
diagramms stellt, von der Regel 
abweichend, nicht die Form einer 
geraden Linie, sondern die einer 
Parabel dar. Hieraus ist er- 
sichtlich, daß zwischen der Skala 
0 und der Konzentration kein ein- 

O 2 20 EA ee 50 3070 faches Verhältnis besteht. 


Abb. 1. Die Versuchsfehler sind ver- 

hältnismäßig gering; bei Aus- 

führung von parallelen Bestimmungen nicht nur mit Leem. sondern auch 

0,5 ccm Blut war beim Ablesen der Ergebnisse keine 11, Skalenstriche 

übersteigende Abweichung zu verzeichnen, was, auf Milchsäure bezogen, 

nicht ganz 12 Proz. entspricht; dieser hohe Prozentsatz wurde aber 
bei niedriger Milchsäurekonzentration erreicht. 





Bei Bestimmung von Lösungen mit bekannter Konzentration 
wiesen die Ergebnisse höchstens 5 Proz. Abweichung vom tatsächlichen 
Werte auf. Dieser Fehler übersteigt nicht nennenswert die Fehler- 
grenze der übrigen kolorimetrischen Methoden. 
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Zusammenfassung. 


Das Mendel-Goldscheidersche Blutmilchsäurebestimmungsverfahren 
ist sowohl vom physiologischen wie auch klinischen Standpunkte aus 
als gut anwendbare Methode zu bezeichnen. Diese Ansicht wird be- 
gründet: 

1. Die Verwendung von 1, sogar 0,5ccm Blut ist ausreichend; 

2. die Bestimmung erfordert nicht mehr als 1%, bis 11, Stunden 
Arbeitszeit; 

3. die Versuchsfehlergrenze ist verhältnismäßig niedrig (5 bis 
10 Proz.). 

Literatur. 


1) Mondschein, diese Zeitschr. 42, 1912. — 2) Mendel und Goldscheider, 
ebendaselbst 164, 1925. — 3) Dieselben, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 6. 
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Über die Wirkung von Blausäureäthylester (Äthylearbylamin) 
auf die Pasteursche Reaktion. 


Von 
Otto Warburg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem., 
(Eingegangen am 8. April 1926.) 


Wie Shigeru Toda vor kurzem gezeigt hat!), hemmt Blausäure- 
äthylester ähnlich wie freie Blausäure eine. Reihe von Schwermetall- 
katalysen, so die Oxydation des Cysteins zu Cystin in wässeriger 
Lösung, die Oxydation der Fructose in Phosphatlösung und die Oxy- 
dation des Leucins an Häminkohle. Die der freien Blausäure und deren 
Ester gemeinsame Eigenschaft, mit Schwermetallen komplexe Ver- 
bindungen zu bilden, ist die gemeinsame Ursache dieser Hemmungen. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, in welcher 
Weise Blausäureäthylester auf chemische Vorgänge in Zellen wirkt. 


Sie zerfällt in folgende Abschnitte: 


I. Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die Atmung. 
II. Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die Kohlensäure- 


assimilation. 

III. Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die anaerobe 
Gärung. 

IV. Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die Pasteursche 
Reaktion. 


V. Spezifische Wirkung des Blausäureäthylesters. 

VI. Irreversible Hemmungen der Pasteurschen Reaktion. 
VII. Wirkung der freien Blausäure auf die Pasteursche Reaktion. 
VIII. Protokolle. 


Für alle Versuche wurde Kahlbaums Äthylcarbylamin benutzt, 
das nach der Vorschrift von Toda von anhaftender Blausäure 
befreit worden war. Ich weise hier nochmals darauf hin, daß die nach 


1) Diese Zeitschr. 172, 17, 1926. 
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Gautier dargestellten Blausäureester beträchtliche Mengen an freier 
Blausäure enthalten, und daß es nicht gelingt, die Blausäure durch 
fraktionierte Destillation zu entfernen, ein Umstand, der bisher bei 
biologischen Versuchen mit Blausäureestern nicht beachtet wurde. 


L Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die Atmung. 


Als Versuchsmaterial dienten Rattengewebe, und zwar Leber, 
Niere, Hoden, Embryo und Jensensarkom. Die Methode der Stoff- 
wechselmessung findet man in früheren Arbeiten beschrieben!). Die 
Suspensionsflüssigkeit war Ringerlösung, die pro Liter 2g Glucose 
und 2,5.10-2 Mole Bicarbonat enthielt. Sie war mit 5 Vol.-Proz. 
Kohlensäure (in Sauerstoff) gesättigt. Die Versuchstemperatur war 
37,50, Pa etwa 7,4. 

Das Ergebnis der Messungen stelle ich in der folgenden Tabelle 
zusammen: | 

(Protokolle Abschnitt VIII.) 


























Gesamt» 
K trati E : Glykol 
Nr | Gewebe des Blausäure» KE ung saurebilaung | QO o 0 
Äthylesters O2 Qs $ | M S Vie 

| å 104 | jun 0 
1 i Leber | 10-3n | 11,2 | 11,8 ! 0,6 

` e EHE (Eu D. 
an | 257 3,7 "` 6,0 
0 ı 114 17,0 ` 5,6 
3 Hoden ` ` oan í m2 196 8,4 
| | 0 ı 136 | 18,9 5,3 
4 Embryo wa | 136 268 12,2 
0 132 | 32,2 13,0 
5 | Jensensarkom | 10-8n 13,8 45,4 31,6 


Betrachten wir die Atmungswerte der Tabelle, so zeigt sich, daß 
10-?n Blausäureester die Atmung nicht hemmt. Eher könnte man 
aus den angeführten Zahlen auf eine geringfügige Beschleunigung der 
Atmung schließen, doch liegen die beobachteten Beschleunigungen 
innerhalb der Grenzen der methodischen Fehler. 

Freie Blausäure in 10”"?n Lösung hemmt unter sonst gleichen 
Bedingungen die Atmung der fünf untersuchten Gewebe fast voll- 
ständig?). Das Schwermetall des Atmungsferments reagiert also mit 
der freien Blausäure, nicht aber mit dem Äthylester. 

Da das Schwermetall der von Toda untersuchten Modelle sowohl 
mit der freien Blausäure als auch mit dem Äthylester in 1073 n Lösung 


1) Diese Zeitschr. 142, 51, 1924; 164, 481, 1925. 
2) Vgl. diese Zeitschr. 152, 309, 1924 sowie Protokoll 2 dieser Arbeit. 
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reagiert, so ist zu schließen, daß sich das Schwermetall des Atmungs- 
ferments nach Natur oder Bindung von dem Schwermetall der Modelle 
unterscheidet. 


Was die erste Möglichkeit anbetrifft, so könnte man an Mangan 
denken. Dazu würde stimmen, daß die katalytische Oxydation des 
Cysteins durch Mangan, wie ich beobachtet habe, von 107? n Blau- 
säureäthylester nicht gehemmt wird. Doch wird die Mangankatalyse im 
Gegensatz zur Zellatmung durch freie Blausäure nur wenig ge- 
hemmt. Während man also auf der einen Seite durch die Mangan- 
hypothese eine Schwierigkeit aus dem Wege schafft, tritt auf der 
anderen Seite eine neue Schwierigkeit auf. 


Viel wahrscheinlicher ist die zweite Möglichkeit, daß die ver- 
schiedene Reaktionsfähigkeit gegenüber Blausäureäthylester durch ver- 
schiedene Bindung desselben Metalls, nämlich des Eisens, bedingt ist, 
Verschiedenheiten, die man sich durch Begleitstoffe hervorgerufen 
oder elementarer vorstellen mag. Daß es Eisenverbindungen gibt, 
die mit der freien Blausäure, nicht aber mit dem Blausäureester 
reagieren, läßt sich leicht zeigen. Methämoglobin reagiert unter 
Umschlag der Farbe von braun in kirschrot mit freier Blausäure!), 
nicht jedoch, wie ich beobachtet habe, mit dem Blausäureäthylester. 


I. Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die Kohlensäureassimilation. 


Ich habe die Kohlensäureassimilation von Chlorella in 10-°n 
Blausäureäthylester gemessen, und zwar unter Bedingungen, unter 
denen die Blackmansche Reaktion die Geschwindigkeit der Assimilation 
bestimmt. Unter solchen Bedingungen hemmt eine 1073n Lösung 
von freier Blausäure?) die Assimilation um 95 Proz. Eine Wirkung 
des Blausäureäthylesters habe ich nicht beobachtet. Die photochemisch 
entwickelten Sauerstoffmengen in 10—3n Blausäureäthylester waren 
ebenso groß, wie in der esterfreien Kontrolle. Der Katalysator der 
Blackmanschen Reaktion verhält sich also ähnlich wie das Atmungs- 
ferment, er reagiert mit der freien Blausäure, aber nicht mit dem Ester. 


II. Die Wirkung des Blausäureäthylesters auf die anaerobe Gärung. 


Ich habe die Gärung von Hefezellen und von Tumorzellen in 
10-?n DBlausäureäthylester unter anaeroben Bedingungen gemessen 
und keinen Einfluß auf die Gärung gefunden. Beispielsweise war für 
Schnitte eines Jensensarkoms (Protokoll 6): 





1) R. Kobert, Über Cyanmethämoglobin. Stuttgart, F. Enke, 1891. 
2) Diese Zeitschr. 146, 488, 1924. 
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EN 
Ohne Blausäureester . . | 262 
In 10°3n Blausäureester . |; 26,2 


Freie Blausäure wirkt in 107°? n Lösung nach früheren Versuchen 
auf die anaerobe Gärung von Tumorzellen!) gar nicht, auf die anaerobe 
Gärung von Hefezellen?) nur sehr wenig. 


IV. Wirkung des Blausäureäthylesters auf die Pasteursche Reaktion. 

Betrachtet man in der Tabelle des Abschnitts I die für die aerobe 
Milchsäurebildung gefundenen Werte, so fällt auf, daß sie unter dem 
Einfluß von 107° n Blausäureester durchweg höher als die Normalwerte 
sind. Die aerobe Milchsäurebildung in 1072n Blausäureester scheint 
fast so groß zu sein, wie die anaerobe Milchsäurebildung. 

In welchem Maße dies zutrifft, läßt sich aus methodischen Gründen 
am besten prüfen, wenn wir als Versuchsobjekt das stark gärende 
Tumorgewebe wählen. Für Schnitte von Jensensarkomen bestimmte 
ich die anaerobe Milchsäuregärung, die aerobe Milchsäuregärung, beide 
unter Normalverhältnissen, und außerdem die aerobe Milchsäure- 
gärung in 10"? n Blausäureester, und fand (Protokoll 7): 


u. | ee mE . Aerobe Gärung in 
ohne Blausäureester ‚ 10-3n Blausäureester 














aM — 276 | QQ = 146 | QQ% = 284 





also in der Tat die aerobe Gärung in 10"? n Blausäureester ebenso groß, 
wie die normale anaerobe Gärung. Wurde der Schnitt aus der ester- 
haltigen Lösung in esterfreie Lösung übergeführt, so sank die aerobe 
Gärung auf fast den Normalwert, nämlich von 28,4 auf 16. (Protokoll 7) 
Es zeigte sich also, daß die Wirkung des Blausäureesters reversibel war. 

Da 10-°n Blausäureester weder die Atmung noch die anaerobe 
Gärung beeinflußt, wie in den vorhergehenden Abschnitten erörtert, 
so liegt offenbar eine elektive Wirkung auf die Reaktion vor, die Atmung 
und Gärung verbindet. 

Bekanntlich fand Pasteur‘), daß die Atmung die Gärung „hemmt“. 
Brachte er Zellen, die unter anaeroben Bedingungen gärten, in Sauer- 
stoff, so bewirkte die nun einsetzende Atmung, daß die Gärung kleiner 
wurde bzw. verschwand. Atmung und Gärung sind also durch eine 
chemische Reaktion verbunden, die ich nach ihrem Entdecker , Pasteur- 
sche Reaktion‘ nenne. 


1) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
2) Ebendaselbst 165, 196, 1925. 
3) Bulletin de la Société chimique de Paris, 28. Juni 1861, S. 79 bis 80. 
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Charakteristisch für die Pasteursche Reaktion ist weniger die 
Gärungshemmung selbst als das Verhältnis der Gärungshemmung zur 
Atmung, der Quotient!) 


anaerobe Gärung — aerobe Gärung 
Atmung 


Dieser Quotient, den zuerst O. Meyerhof, für den Muskel, gemessen 
hat, ist eine rein experimentelle Größe, unabhängig von jeder Theorie 
und insbesondere unabhängig davon, ob die Pasteursche Reaktion die 
Gärungsprodukte am Entstehen verhindert oder — im Sinne der Meyerhof- 
schen Theorie — in einem inneren Kreislauf zum Verschwinden bringt. 

Das Ergebnis dieses Abschnitts läßt sich kurz dahin zusammen- 
fassen, daß Blausäureäthylester elektiv die Pasteursche Reaktion 
hemmt. 10-°n Blausäureester unterbricht die zwischen Atmung und 
Gärung bestehende Koppelung, der Meyerhofquotient wird Null. 


V. Spezifische Wirkung des Blausäureäthylesters. 


Findet man, daß eine Substanz einen chemischen Vorgang in 
der Zelle hemmt, so ist die erste Frage, ob es sich um eine un- 
spezifische Oberflächenwirkung (Narkose) oder um eine spezifische 
chemische Wirkung handelt. 

Daß 10-°?n Blausäureäthylester nicht narkotisch wirkt, geht 
mit großer Wahrscheinlichkeit aus der oben mitgeteilten Tatsache 
hervor, daß der Ester in dieser Konzentration ohne Wirkung auf die 
Kohlensäureassimilation ist. Denn von allen Lebensvorgängen ist die 
Kohlensäureassimilation gegenüber narkotisch wirkenden Substanzen 
der empfindlichste?). 

Zur Entscheidung der Frage ließ ich ein Narkoticum, das 
stärker adsorbiert wird als Blausäureäthylester, auf gärende Tumor- 
zellen in 1073n Lösung einwirken. Ich wählte Valeronitril®), dessen 
Adsorption von Toda‘) mit der Adsorption des Blausäureäthylesters 
verglichen und stärker gefunden worden war, und fand für Schnitte 
des Jensensarkoms: 





Ohne Valeronitril | In 10-3n Valeronitril 


dës = = 144 QM = 25,8 | QQ2 = 162 QM: = 26,8 





also keine Unterbrechung der Pasteurschen Reaktion, sondern — 
innerhalb der Fehlergrenzen — in 107° n Valeronitril die gleiche Wirkung 


1) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

2) Ebendaselbst 100, 230, 1919. 

3) (CH,),CHCH,CN. Diese Substanz war nach Todas Vorschrift 
sowohl von Isonitril als auch von Blausäure befreit worden. 

4) Diese Zeitschr. 172, 17, 1926. 
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der Atmung auf die Gärung, wie ohne Valeronitril. Der Versuch beweist, 
daß die Wirkung des Blausäureäthylesters, die in 107? n Lösung auf- 
tritt, keine narkotische, sondern eine spezifisch-chemische ist. 

Da Toda antikatalytische Wirkungen des Blausäureäthylesters 
in 10-°n Lösung künstlich erzeugen konnte, indem er den Ester auf 
Schwermetallkatalysen einwirken ließ, und andere antikatalytische 
Wirkungen des Blausäureesters nicht bekannt sind, so nehme ich an, 
daß die Pasteursche Reaktion eine Schwermetallkatalyse ist. Indem 
der Blausäureäthylester mit dem Metall zu einer komplexen Verbindung 
zusammentritt, inaktiviert er das Metall und unterbricht so die 
Koppelung zwischen Atmung und Gärung. 

Ich erwähne noch, daß man ähnliche, wenn auch nicht so 
schlagende Versuche anstellen kann, wenn man statt Tumorzellen 
Hefezellen als Versuchsmaterial benutzt. Ohne daß die Atmung der 
Hefe wesentlich gehemmt wird, steigt in 1073 n Blausäureäthylester die 
aerobe Gärung an. Doch erreicht die aerobe Hefegärung in 107° n 
Blausäureester nicht die Höhe der anaeroben Gärung. 


VI. Irreversible Unterbrechung der Pasteurschen Reaktion. 

Neben der spezifischen Hemmung der Pasteurschen Reaktion 
durch Blausäureester gibt es unspezifische Hemmungen, beispielsweise 
durch Narkotica, doch sind die Erscheinungen hier weniger einfach, 
da man so hohe Narkoticumkonzentrationen anwenden muß, daß 
gleichzeitig die Atmung gehemmt wird. Vielfach findet man dann, daß 
mit der. Atmung der Meyerhofquotient sinkt, also außer der Atmung 
die Pasteursche Reaktion gehemmt wird. Diese Hemmungen sind nur 
unvollkommen reversibel. 

Hemmungen der Pasteurschen Reaktion treten auch auf!), wenn 
man empfindliche Gewebe, wie Hoden oder Rattenembryonen schädigt, 
indem man sie in Ringerlösung, anstatt in Serum hält. Das erste 
chemische Zeichen einer Schädigung ist — bei ungehemmter Atmung und 
ungehemmter anaerober Gärung — eine Zunahme der aeroben Gärung, 
d. h. partielle Unterbrechung der Pasteurschen Reaktion. Diesc 
Hemmungen sind völlig irreversibel und wiealleirreversiblen Hemmungen 
nicht von besonderem Interesse, da sie nicht einfach zu deuten sind. 


VII. Wirkung der freien Blausäure auf die Pasteursche Reaktion. 

Die Möglichkeit, mit Blausäureäthylester die Pasteursche Reaktion 
elektiv und spezifisch zu hemmen, beruht auf zwei Eigenschaften dieser 
Substanz: ihrer Fähigkeit, mit Schwermetallen komplexe Verbindungen 


1) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924; 165, 122, 1925. Die erste derartige 
irreversible Hemmung fand O. Meyerhof beim Zerschneiden des Muskels. 
Vgl. Arch. f. d. ges. Physiologie 188, 114. 1921. 


438 O. Warburg: 


zu bilden, und ihrer Unfähigkeit, mit dem Schwermetall des Atmungs- 
ferments zu reagieren. Von beiden Eigenschaften besitzt die freie 


.Blausäure die erste, nicht aber die zweite. Gegen freie Blausäure ist 


l. 


das Atmungsferment empfindlicher als der Katalysator der Pasteur- 
schen Reaktion. Deshalb kann man mit freier Blausäure Wirkungen, 
wie sie der Blausäureäthylester hervorbringt, nicht erzielen. 


VIII. Protokolle. 
1. Stoffwechsel der Leber. 
1. Normalversuch. 2. In 10-3n Äthylcarbylamin. 


5 |. C09,—0, | 5 d C 0,0; 
vp T vo 6,16 vp 3 Ge 10,69 
Ko, 0,557 Kco, 0,918 ko, 0,95 kco, 1,10 
18,99 mg 17,26 mg 
Ohne yeah Ohne Carbylamin ` 
h 
20': — 49,0 20': — 10,5 
In 10-?n Carbylamın In 10-?n Carbylamin 
H h 
20': — 46,0 l 20': — 6,0 
Daraus folgt: Qoz QS? QR? 
Ohne Carbylamin. . . . 10,4 10,0 0 
In 10-3n Carbylamin . . 11,2 11,8 0,6 


2. Stoffwechsel der Niere. 
Normalversuch. 2. In 10—3n HCN. 3. In 10-3n Äthylcarbylamin. 


5..C00,—0, 5.-C0,—0, 
Vp 8 va 9,83 Vp 3 Go 11,2 
Ko, 0,532 Kco, 0,945 ko, 0,995 kco, 1,15 
d mg 6,03 mg 
Normalversuch: Normalversuch: 
H 
20: — 41,5 20': — 7,0 
= In 10n HCN In 10n NCN 
H 
20': + 4,0 20': + 5,5 
In 10-3n Carbylamin In 10-°n Carbylamin 
Vp T Ge 6,16 vp 3 va 10,69 
Ko, 0,567 Kco, 0,918 ko, 0,95 kco, 1,10 
7,33 mg 6,02 mg 
H h 
20. — 42 30': + 5,5 
O, Oz 
Daraus folgt: Qo: Qs QM 
Normalversuch . . . . . 23,7 23,6 0 
In 10n HCN .... 20 


In 10-?n Carbylamin . . 25,7 31,7 6,0 


Wirkung von Blausäureäthylester auf die Pasteursche Reaktion. 


3. Stoffwechsel des Hodens. 


1. Normalversuch. 


2. In 10-3 n Carbylamin. 





5 .-CO0,—0, L CO,—0 
vp 8 vo 5,83 Geer vg 11,23 
Ko , 0, 532 Kco, 0,945 ko, 0,995 kco, 1,15 
4,89 mg 4,08 mg 
Normalversuch Normalversuch 
H h 
45': — 13,0 45': + 10,0 
In 10-3n Carbylamin In 10-?n Carbylamin. 
H h 
60: — 1 60’: + 24,0 
Oz O3 
Daraus folgt: 00, He QM 
Normalversuch .. ... 11,4 17,0 5,6 
In 10-?n Carbylamin.. . 11,2 19,6 8,4 


4. Stoffwechsel des Embryos. 
l. Normalversuch. 2. In LOM? n Athy lcay lanun: 











Ko, 050 Koo, 0,92 


3 Embryonen zusammen 
12,5 mg 


Normalversuch 
H 





30’: — 41,0 


In 10-?n Carbylamin 
H 


30: — 17,5 


Daraus folgt: 


Normalversuch . . . . . 
In 10°®n Carbylamin . . 


A. ee des Jensensarkoms. 


4,81 mp č o< 


Normalvarsuch - `" 


In ad Carbylamin 
: + 58,5 


Daraus folgt: 


Normalversuch . . . . . 
In 10-?n Carbylamin . . 


E 
Ko, 0,557 Die H 
| 
| 
| 
| 


| 





| 


be C ab 
SE Vo 10,54 
ko, 0,93 kco, 1,09 
3 Embryonen zusammen 
9,76 mg 


Normalversuch 
h 


30’: — 13,5 


In 10-?n Carbylamin 
h 














30’: + 29,5 
Qoz QY? on? 
13,6 18,9 5,3 
13,6 25,8 12,2 
BT 0-0; 
a 10,69 
ko. 6.0 AC 1,10 
00 mg 
_  Normalversuch 
h 
30’: + 30,5 
In = à 10n Carbylamin 
: + 53,0 
Oo, Q9: on 
13,2 32,2 19 
13,8 45,4 31,6 
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6. Anaerobe Gärung des Jensensarkoms. 


5 OË CO,—N, 
vp 3 Geo 112 
kco, 1,14 
4,15 mg 


a 
20': + 31,5 


In 10-?n Äthylcarbyl- 
amin 
h 
20’: + 31,5 
Daraus folgt: Ou 


Normalversuch. . . 26,2 
In 10-°n Carbylamin 26,2 


7. Aerobe und anaerobe Gärung des Jensensarkoms 
in Blausäureäthylester. 


Zur Messung der aeroben Gärung des Jensensarkoms benutzt 
man zwei Gefäße mit variiertem vp, wie in dem Versuch des 
Protokolls 5, oder einfacher, wenn die Größenordnung der Atmung 
bekannt ist, ein Gefäß mit kleinem vp. Ist nämlich die Gärung groß 
und vp im Vergleich zu vę klein, so hat der durch die Atmung 
erzeugte Druck (der immer negativ ist) nur die Bedeutung eines 
Korrektionsgliedes. Das Korrektionsglied für eine Versuchszeit von 
einer Stunde ist: 


k — Ek Ge rei) x Gewebegewicht. (1) 


A ist klein, weil bei kleinem vp die Gefäßkonstanten ko, und kco, 
nahezu gleich sind. 
Beträgt der beobachtete Druck in t Stunden A mm, so ist der 
korrigierte Druck 
h—h.t 
und die aerobe Gärung 
Q% = — (AA, t) x kco, 


2 
t x Gewebegewicht D 


Nach dieser Formel sind die QY?-Werte dieses Protokolls be- 
rechnet, wobei in Gleichung (1) Qo, = 10 gesetzt wurde. 
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5 ..C0,—0O; 5..C0,—0, 5..CO,—N, 
Vp 3 Go 10,64 pr 3 vo 10,51 Vp 3 vg 9,9 
mg mg mg 
Ohne Carbylamin In 10n Carbylamin Ohne Carbylamin 
Beobachteter Druck Beobachteter Druck Beobachteter Druck 
15’: + 12 15’: + 26 15’: + 28,5 
15': + 12 15’: + 25 | 15: + 27,0 
30': + 24 | 30’: + 5l | 30’: + 55,5 
h'.t: — 29 | h’ .t: — 3,4 
Korrig. Druck: + 26,9 | Korrig. Druck: + 54,4 | 
Q92: 14,6 Od: + 28,4 ON: + 27,5 
Nach Auswaschen des 
Carbylamins 
15': + 14 
ditis 
0: +27 A | 
a t: — 3,4 
Korrig. en + 30,9 | 
QQe: + 16,2 | 


8. Aerobe und anaerobe Gärung des Jensensarkoms in Valeronüril. 


Die Anordnung war dieselbe wie in dem Versuch des Protokolls 7. 


Ohne Valeronitril | 10-3n Valeronitril 


5..C0,—0, 5--CO—N, | 5-..C0,—0, 5..CO,—N, 
ge A vg 10,6 | vp3 ge 10,54 | vp3 vo 10,70 | ge 3 vg 10,51 
ko, 0,90 110 kco, 1,09 ` Wo, 0,95 kco, 1,10) kco, 1,09 








4,39 mg 4.83 mg mg 4,48 mg 
Beobacht. Druck | Beobacht. Druck | Beobacht. Druck | Beobacht. Druck 
15°: + 12,0 15’: + 29,5 15’: + 15,5 - 15’: + 27,5 
15: + 135 15': + 27,5 15: + 17.0 15°: + 27,5 
15°: + 13.0 15': + 28,5 15: + 165 15: + 275 
45: + = 45: + 855 45°: + 49,0 45’: + 82,5 
h't: Ai: — 5,3 | 
Korr Druck: j 43,2 Korr.Druck: + 54,3 
Q92: 14,4 gur: 258 | Oé: 162 ON: 28,8 





Über Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Blute. 


V. Mitteilung): 
Der Ammoniakgehalt des normalen Menschenblutes. 


Von 
A. Klisiecki. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universität Lwów.) 


(Eingegangen am 8. April 1926.) 


Die Neubearbeitung der Fragen, welche mit der Physiologie des 
Blutammoniaks zusammenhängen, ergab die Notwendigkeit, den 
Ammoniakgehalt des normalen menschlichen Blutes unter Anwendung 
der neuen Methoden zu bestimmen und dabei diejenigen Fehler zu 
vermeiden, welche vor allem in der mangelhaften Kenntnis der 
Ammoniakbildung im Blute begründet waren. 


In der älteren Literatur — auch wenn man nur die Arbeiten nach der 
in methodischer Beziehung so bedeutenden Publikation von Folin und 
Denis (1912)?) in Betracht zieht — findet man Werte, die meist über 
0,1 mg-Proz. liegen. So bei Getler und Baker (1915), die 0,4 bis 1,1 mg-Proz. 
finden®?); Henriques und Christiansen (1917)*): 0,1 bis 0,48 mg-Prorz.; 
Morgulis und Jahr (1919)°): 0,14 bis 0,3 mg-Proz.; Qad Andersen (1921)°): 
0,38 bis 0,51 mg-Proz.; 4. Bisgaard und J. Noervig (1923)7): 0,3 bis 
0,36 mg-Proz. Dagegen fand Barnett (1917)®) Werte unterhalb 0,05 mg-Proz. 
Ammoniak, und D. S. Russel?) gibt an (1923), im normalen Menschenblut 
kein Ammoniak oder nur geringe Spuren (very faint trace) gefunden zu 
haben. Parnas hat in einer vergleichende Studie (1925)!°) angegeben, 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1925: 169, 
255, 1926; Therapia (Budapest, Koranyi-Festschrift) 1926, S. 78. 

2) Journ. of biol. Chem. 11, 161, 527, 1912. 

3) Ebendaselbst 25, 211, 1916. 

4) Diese Zeitschr. 78, 174, 1917. 

5) Journ. of biol. Chem. 88, 435, 1919. 

6) Ebendaselbst 51, 367, 1922. 

7) Zeitschr. f. d. ges. Neurol. u. Psychiatrie 88, 470, 1923. 

8) Journ. of biol. Chem. 29, 459, 1917. 

Di Biochem. Journ. 17, 72, 1923. 

19) Diese Zeitschr. 155, 247, 1925. 
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in einer normalen Probe vom Menschenblut 0,03 mg-Proz. gefunden zu 
haben. 


Aus der Unkenntnis der normalen Werte ergibt sich die Schwierig- 
keit, pathologische und experimentelle Werte zu deuten, insbesondere, 
da nach den Untersuchungen von Parnas keine Möglichkeit besteht, aus 
an Tieren gefundenen Werten direkte Schlüsse auf Blut anderer Tiere 
oder auf Menschenblut zu ziehen: verhält sich doch das Blut jeder 
Tierart in bezug auf Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung ver- 
schieden. D AN Russel!) findet in 27 Fällen verschiedener Nieren- 
erkrankungen Ammoniakwerte, die zwischen 0,02 und 0,09 mg-Proz. 
liegen, und scheint darin keinen Beweis dafür zu sehen, daß der 
Ammoniakgehalt bei diesen Erkrankungen erhöht wäre; H. Bliss 
(1926)2) dagegen findet in drei Fällen chronischer Nephritiden 0,1, 
0,16 bis 0,29 mg-Proz. und hält diese Werte für im Verhältnis zum 
Normalen erhöht, ohne normale Vergleichswerte anzugeben. Bisgaard 
und Noervig (1923) finden bei Epileptikern Werte von 0 bis 1,42 mg Dro, 
Ammoniak „mit allen möglichen Übergängen“. Die Ammoniak- 
bestimmung im Blute unter klinischen Bedingungen ist nicht ganz 
leicht, und der mit den Schwierigkeiten sowie den hohen Anforderungen 
an die Sorgfalt Vertraute wird die Streuung der genannten Werte mit 
Nachsicht betrachten. In zwei neuen klinischen Arbeiten von Tauben- 
haus und Sternberg?) sowie Adlersberg und Taubenhaus‘) haben die 
Autoren, indem sie sich mit dem Gehalt der Ammoniakmuttersubstanz 
unter pathologischen Verhältnissen befaßten, ausdrücklich vermieden, 
ihren Bestimmungen des aktuellen Ammoniaks einen reellen Wert 
zuzuschreiben. Die Bestimmung des aktuellen Blutammoniaks unter 
normalen Verhältnissen schien auch deshalb interessant, weil diesem 
Stoffe neuerdings wichtige Funktionen zugeschrieben werden: es soll 
die Magenbewegungen hormonal beeinflussen [.Prawdicz-Neminski®)]; 
es soll den Faktor darstellen, der hämatogene epileptische Anfälle 
hervorruft [Jelenkiewicz®).. Es wird natürlich ein leichtes sein, diese 
Hypothesen durch Bestimmung des Blutammoniaks zu prüfen, und 
eine solche Prüfung dürfte mehr Überzeugungskraft haben als Experi- 


1) Biochem. Journ. 17, 72, 1923. 

2) Journ. of biol. Chem. 67, 109, 1926. 

3) Nach Privatmitteilung der Autoren; die Arbeit erscheint im Wien. 
Arch. f. klin. Med. 1926. 

4) Nach Privatmitteilung der Autoren; die Arbeit erscheint im Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 1926. 

5) Die geistvollen Ausführungen, diese Zeitschr. 152, 388, 1924 und 
Zeitschr. f. Biol. 88, 454, 1925. 

6) Medycyna dosw. i spol. (Warszawa) 5, 188, 1925 (polnisch mit 
deutsch. Resumé). 
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mente, in welchen gewaltige Ammoniakmengen in die Blutbahn in- 
jiziert werden. 

Wir haben an 44 jungen gesunden Männern und Frauen das 
aktuelle Blutammoniak nach der Methode bestimmt, die in diesem 
Laboratorium benutzt wird und die früher!) beschrieben worden ist. 
Das Blut wurde aus der Cubitalvene mit der Nadel unter ganz leichter 
Stauung entnommen, und nur solche Proben wurden analysiert, welche 
glatt und schnell entnommen worden sind. Das Blut war mit Lithium- 
oxalat ungerinnbar gemacht. Es wurde mehrmals mit der Uhr fest- 
gestellt, daß die Zeit vom Moment des Einstiches mit der Nadel bis 
zur Beendigung der Destillation (aus 2ccm wurden 6 bis 10 cem Destillat 
gewonnen) nicht weniger als 3 und nicht mehr als 5 Minuten?) betrug. 
Die Kontrollen der Reinheit des Apparates und der Reagenzien sowie der 
Vollständigkeit der Destillation wurden besonders genau durchgeführt. 
Die erhaltenen Werte sind in der nachfolgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 


























Tabelle I. 

| Körper 
Nr. | Name ee er gewicht ni Eu Bemerkungen 

| | Jahr kg mg-Proz. 
1 | Mozolowski, W. oe | 30 | — | 0,003 Dr. med. (Univ.-Assist) 
2 | Ulbricht ..... Q — | — 0,037 Dr. phil. (Univ.-Assist.) 
3 | Makomaski a. CH 23 72 | 0,027 Stud. phil. 
4 | Garapich .... œ | 20 | 70 |008 |. . 
5 | Jablonowski `... | g 22 64 | 0,036 (e 
6 | Lempicka Q 21 | 54 | 0,029 |. jur 
7 | Olech, D. ER Ex 24 58 | 0,028 - med. 
8 | Potoniecki..... | @ 19 74 | 0,026 , phil. (Leichtathlet) 
9 || Bialikiewicz .. . | o 21 86 | 0,025 ba. ` Ze 
10 | Zausmer, St... | op 21 67 0,025 | „ med. (Vegetarier) 
11 || Schorr, L.. ... CH 21 69 | 002  . . 
12 || Lew, I. ..... 1 o 21 | 58 | 0020 |. . 
13 | Wojkowska, I... ı 2 21 — j| 0030 . . 
14 | Prockiw, A .. i @ 26 58 0,030 an ie 
15 | Kriss, L. .... | Q 22 — | 0,031 . pbi. 
16 | Stobodzian, E. . . ch 21 60 0,036 > .„ med. 
17 | Przystasz, A. .. | o 20 | 76 | 0,025 . . 
18 | Wal, Z...... oj 20 63 ! 008 ' . ., 
19 | Rygiel, L.. . . . ch 21 65 | 0028 |. . 
20 || Henner, M. .. . Q 20 61 0,017 e .- 
2] | Skrzypek, A. . . CH 21 73 | 0040 ie, 
22 |; Politylo, I. ... | © 25 74 | 004 i. .- 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 5, 1924; 155, 249, 1925. Mit den Kontrollen 
nimmt eine Bestimmung, wenn Reihen ausgeführt werden, 10 bis 15 Minuten 
in Anspruch. 

2) In der jüngst publizierten (Januar 1926) Arbeit von S. Bliss (Joum. 
of biol. Chem. 67, 109, 1926) (aus dem Laboratorium von O. Folin), der 
unsere Arbeiten völlig übersehen zu haben scheint und sich der Methode 
von Folin und Denis bedient, wird angegeben, daß eine einzelne Be- 
stimmung einen halben Arbeitstag in Anspruch nimmt. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
































| Alter | Körper. ! 
Nr. Name x F | gewicht Gd et Bemerkungen 
| SES Jahr kg mg-Proz. : 
: = ee — 

23 Kurzrok ..... | co | 20 | Stud. med 

234 Danik...... | oc 19 e ew 

25 | Labedzka, N 0 19 N 

26 Tesluk, B.. d ' 19 e X 

27 ı Rosenbusch, J ch ı 2l a = 

28 ` Jaremcezyszyn, M ch 22 a X 

29 | Bapka...... | o" 2 e e 

30 Waldmann a ' 19 Sr a 

31 , Owinski ..... ch 21 ae 

32 Ostap e. e e e e | CO 22 | s = 

33 Pankiewicz 1 d 23 Is o» 

34 | Zurowska, M. .. | 2 25 ' 60 | 00286 |. . 

35 f Droz ...... l g 19 65 0,022 a >. 

36 ` Zadyzynski o | 20 | 73 | 0027 |. . 

37 | Krupka, R. ... | æ | 22 | 56 | 0028 °. . 

38 ı Chrzaszczewski, St. Lo ` 23 : — 0,025  . 

39 Szajna, M. .. l æ 1 2 | 7 | 0032 l. 


Die hier zusammengestellten Werte zeigen eine bemerkenswerte 
Konstanz und schwanken um den Mittelwert von 0,0262 mg-Proz. 
NH,—N. Die Abweichungen von diesem Wert (aus 39 Versuchen) 
betragen in den extremen Fällen + 0,011 bis — 0,015 mg-Proz., sind 
aber meist geringer. Wir können nicht entscheiden, welche Bedeutung 
diesen Schwankungen zukommt und ob es einen Sinn hätte, diese 
Werte nach der Fehlerrechnung zu behandeln. Wir haben uns in einer 
experimentellen Studie über den Ammoniakgehalt des Kaninchen- 
blutes, die an anderer Stelle publiziert wird!), überzeugt, daß der 
Ammoniakgehalt in verschiedenen Gafäßbezirken desselben Individuums 
in weiten Grenzen verschieden ist; wir haben die Faktoren bestimmt, 
welche diese Schwankungen bedingen. Zieht man in Betracht, daß das 
Blut, welches vom Coecum abfließt, 1 mg-Proz. NH,— N enthält, daß 
der Gehalt des Portalblutes mit 0,5 mg-Proz. in die Leber eintritt und 
mit 0,02 mg-Proz., also auf !/,, reduziert, abfließt, daß der Gshalt 
des aıteriellen Blutes durch physiologische Schwankungen der Zirku- 
lation und Atmung, durch Anoxämie und durch Acidose in reversibler 
Weise um einige 100 Proz. erhöht werden kann, so wird man von einem 
innerhalb Zen mg-Proz. genau definierten Ammoniakgehalt des Blutes 
ebensowenig sprechen können wie etwa von einer innerhalb 1/109? 
genau definierten Körpertemperatur oder auf lmg genau defi- 
niertem Blutzucker. Die engen Grenzen, innerhalb deren die Werte 
bei normalen Individuen verschiedenen Geschlechts, Konstitution, 


1) Diese Zeitschr. Koranyi-Festschrift 1926. 
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Alters, Ernährungszustandes schwanken, sind aber recht bemerkens- 
wert. Wir glauben, daß diese Schwankungen reelle physiologische 
Abweichungen des Ammoniakgehalts von einem idealen Mittelwert 
darstellen, ähnlich wie die reellen Abweichungen der Bluttemperatur 
oder des Blutzuckers von, einem idealen Mittelwert. 

In Tabelle II haben wir einige Bestimmungen vereinigt, welche 
infolge langsamer Blutentnahme oder Verzögerung der Destillation 
anormal verliefen. Sie zeigen durchweg Werte, die über dem Durch- 
schnittswert liegen. 





























Tabelle II. 
| Kären, vn. N 
Wei Name S Se Alter gewicht NHR—N, Bemerkungen 
| Jahr : kg mg Proz. | 
] Klisiecki, A. ch 30 | 67 0,038 Dr. med., Assist., nach 8 
| , i | | bei Zimmertemp.destill. 
2 Strumienski, St. . CH GE ME E 0,030 Dr. med., Assist. nach 7’ 
| | destilliert. 
3 Ackermann CH 19 55 0,050 Stud. med. langsamer 
utfluß. 
A" Urzedowski, H. CH — — 0,037 Stud. med., 2’ nach Ent. 
. | | nahme destilliert. 
5 Tychowski, W. Cp sac". e 0,070 | Dr.med., Assist., 22’ nach 
| | | Entnahme (bei 0° ge 
‚ halten) destilliert. 
Zusammenfassung, 


Es wurde bei 44 gesunden jungen Menschen der Ammoniakgehalt 
des venösen Blutes sofort nach Entnahme nach der Methode von Parnas 
und Heller bestimmt. Der Ammoniakgehalt des venösen Blutes beträgt 
nach diesen Bestimmungen im Mittelwert 0,026 mg NH, — N in 100 ccm 
Blut mit den äußersten Schwankungen von 0,011 bis — 0,015 mg-Proz. 


Wir danken Allen, die sich bei dieser Untersuchung als Blutspender 
zur Verfügung gestellt haben, für ihre verständnisvolle Mitwirkung. 


Über den Gehalt an ungebundenem Zucker in dem Weißen 
und Dotter der Hühnereier bei Ontogenese. 


Von 
I. D. Gadaskin. 


(Aus dem Laboratorium der physiologischen Chemie an der Militär- 
Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 8. April 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage nach dem Gehalt der Hühnereier an freiem Zucker im 
Eiweiß und Eidotter ist in der Literatur schon mehrmals erörtert 
worden; besonders die Frage nach der Menge des Zuckers im Eiweiß 
und Eidotter der frischen Eier. 


Der Ungenauigkeit früherer Arbeiten wegen werde ich nur die Arbeiten 
der letzteren Zeit anführen, darunter die von Mörner!). Er nahm 15 ccm 
Eierklar, verteilte es auf drei Dialysenhülsen und dialysierte es 4 Tage 
lang. Ein Dialysat von 1800 ccm wurde nach Zusatz von Essigsäure bis 
zu deutlich saurer Reaktion auf ein Volumen von 10 bis 15 ccm konzentriert. 
Es wurden polarimetrische Untersuchungen gemacht, die durchschnittlich 
0,40 bis 0,39 Proz. ergaben. Bei Zuckerbestimmung mittels Fehlingtitrierung 
fanden sich durchschnittlich 0,46 Proz., 0,43 Proz. Kajo?) hat nach Fällung 
des Ovomucoids in dem Eiweiß des frischen Eies einen Zuckergehalt von 
0,60 Proz. mittels der Gärungsmethode gefunden; nach der Reduktions- 
methode erhielt er 0,5l Proz. Im Eidotter mittels Gärungsmethode 
0,27 Proz., mittels Reduktionsmethode 0,32 Proz. Diese Ergebnisse nähern 
sich denjenigen, die wir im Eiweiß und Dotter des frischen Eies gefunden 
haben. 


Anzuführen ist noch die Arbeit von Bywater?), der die Frage nach dem 
Zuckergehalt im Eiereiweiß bei der Eierentwicklung behandelt. Nach 


1) Mörner, Zeitschr. f. phys. Chem. 80, 1912. 
2) Kajo, ebendaselbst 75, 1911. 
3) Bywaters, diese Zeitschr. 55, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 29 
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Fällung des koagulierbaren Proteins und Ovomucoids konzentrierte er 
das Filtrat, dem Säure beigegeben wurde, bis zu sinem geringen Volumen 
und stellt den Zuckergehalt mittels einer Lösung Pavi fest. Im frischen Ei 
erhielt er 0,32 Proz. Zucker. Diese Quantität nahm bis zum sechsten Tage 
ab, an welchem sie 0,06 Proz. betrug. Von diesem Tage an fand er keinen 
Zucker mehr. Seine Resultate erreichen weder die Höhe der unsrigen, 
noch die in der Literatur angeführten. 

Wir finden sogar bis zum elften Tage noch Zucker. Unsere Unter- 
suchungen fanden fast täglich, vom ersten bis zum 21. Tage der Brut- 
periode, statt. 


Am 17. Tage der Entwicklung ist im Ei kein Eiweiß mehr 
vorhanden, Dotter jedoch befindet sich als Reservedotter 
(Iljin) in dem Hühnchen noch die ersten 7 bis 8 Tage 
nach seinem Ausschlüpffen. 3 Tage nach dem Ausschlüpfen 
des Hühnchens untersuchten wir den vorhandenen Eidotter nach 
Zucker. | 


Dazu haben wir die Blutzuckerdialysatmethode von A.J. Goal. 
wjalo!) angewandt. 

Diese Methode ist folgende: Der Zucker wird aus dem Blute mit Hilfe 
eines Kollodiumsäckchens dialysiert. Zur Dialysation werden vier Glas- 
röhrchen benutzt. Im jeden derselben bleibt das Kollodiumsäckchen 
10 Minuten. Der dialysierte Zucker wird mit Fehlinglösung titriert 
(10g CuSO, in 1000g Wasser und 22g NaOH + 54,4 KNa-Tartrat in 
1000g Wasser); dabei bekommt man bei Erhitzung eine Reduktion 
zu Cu,0. 

Als Indikator dient eine Mischung von 2proz. K,FeCN, und 96proz. 
Essigsäure in gleicher Menge. Am Ende der Titrierung erhält man aus einer 
gelblichen eine rötliche Farbe. 

Bei unserer Arbeit haben wir folgende Veränderungen vorgenommen. 
Da beim Eiweiß und Eigelb die Dialyse des Zuckers viel langsamer vor 
sich geht als beim Blute, so werden statt vier bis fünf Glasröhrchen 
12 bis 15 verwendet. 


Jedes Glasröhrchen wird mit 5ccm Flüssigkeit gefüllt und das 
Kolloidsäckchen bleibt in jedem 10 bis 15 Minuten. Im ganzen dauerte 
die Dialysation 21, bis 3 Stunden. Das letzte Glasröhrchen (Kontroll- 
glas) ergab bei Erhitzung mit einigen Tropfen Fehlingscher Lösung 
keine Reduktion mehr. 

Da Eierklar und Eiergelb einen großen Prozentsatz Eiweißenthalten, 
welches sich im Laufe der Entwicklung stets vermehrt, so kann das 
im Handel vorkommende Kollodium zur Dialyse nicht benutzt werden, 
denn nach ungefähr zweistündiger Dialyse diffundiert das Eiweiß und 
läßt so keine richtige Titration zu. Deswegen benutzten wir be- 


1) M. J. Galwjalo, Russische Ärzte-Ztg. 1928, Nr. 27. 
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sonders starke 6proz. Kollodiumsäckchen, die folgendermaßen vor- 
bereitet wurden: 
21 Teile Äther, 
3 ,„  %proz. Alkohol, 
11, ,  Kollocselin. 


Es wurden 0,5 bis 1,5g Eiweiß und Eigelb abgewogen. 


Das Gewicht wird um so größer, je weniger Zucker das Eiweiß und 
Eigelb enthalten. Die Gesamtquantität des Dialysats beträgt 60 bis 
70ccm. Vor der Titrierung wird das Dialysat bis auf 15 bis 30 ccm 
eingeengt, um bei der Titrierung eine zu große Korrektur der Menge 
des Dialysats zu verhindern. 


Es wird gerechnet, daß jede Fehlinglösung von !/,,ccm 0,00009 g 
Traubenzucker oxydiert. 

Die Korrektur wird nach der Menge des Dialysats vorgenommen, 
so daß auf Beem Dialysat !/,, ccm Fehlinglösung trifft. 

Das Eiweiß wird in physiologischer NaCl-Lösung dialysiert, Bach: 
dem es mit reinem Sande fein verrieben war. 

Dasselbe Verfahren, nur mit Wasser, wird beim Eigelb angewandt. 
Vom 12. bis 13. Tage an finden wir im Eiweiß und Eigelb entweder 
keine oder nur Spuren von Traubenzucker. 


Bei diesem Verfahren ist es unmöglich, zu gleicher Zeit die 
Quantität der Glucose zu bestimmen. 


Tabelle I. 
Ergebnisse, welche man bei Untersuchung auf freien Zucker mit Eiweiß 
und Eigelb erhält. (In Prozenten, d. h. auf 100g frischer Substanz.) 





li Zucker im Eiweiß | Zucker im Eigelb 
Te 





























Zahl der | Spe | Zahl der 
Bruttage | Unten, | D Mittel Bruttage | Unten | Dies | Mittel 
a d suchung suchung | | | suchung | suchung 
Frisches Eil 0,2 | 049 | 0,50 | Frisches Ei ; 0,92 — |032 
en = = 1 we Wen 
2 | 048 — |048 ı 2 | 032 — | 08 
3 0,48 045 | 0,46 3 | 030 ze 0.30 
4 0,44 0,34 0,39 | 4 | 017 0,14 | 0,15 
5 0,25 0,23 | 0,24 5 0,12 0,12 | 0,12 
6 | 0,22 = 0,22 6 = — — 
7 | 0,20 0,24 0,22 7 0,13 0,11 0,12 
8 0,081 0,081 | 0,081 8 oll | — 0,11 
9 | 0,088 0,063 | 005 | 9 0,087 0,099 | 0,093 
10 | 0,069 | 0,056 | 0,060 10 0,081 | 0,090 | 0,085 
11 0,096 0,038 0,037 11 0,079 0,071 0,075 
11—17 | keinen Zucker — | 11-17 keinen Zucker Ss 
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In dem Reservedotter befindet sich nach Ausschlüpfen des Hühn- 
chens kein Zucker mehr. 





G 
BEE ee 


057 KS 


Abb. 1. 
Schema der Veränderungen im Zuckergehalt des Eierklars und Dotters 
bei der Entwicklung des Hühnereies. (Die größte Zuckerquantität ist 
mit 100 bezeichnet.) 


Zusammenfassung. 


1. Im frischen Eiereiweiß finden wir 0,50 Proz. Zucker. Diese 
Quantität nimmt ab bis zum 11. Tage der Bebrütung, an welchem sie 
0,03 Proz. beträgt. Vom 11. bis 17. Tage (Tag des vollständigen Ver- 
schwindens des Eiweißes) findet man keinen Zucker mehr. 

2. Im Eigelb ist weniger Zucker als im Eiweiß vorhanden, nämlich 
0,33 Proz. Der Zucker nimmt bis zum 11. Tage ab, an welchem er 
0,07 Proz. beträgt, dann verschwindet er vollständig. 

3. 3 Tage nach dem Ausschlüpfen des Hühnchens ist im Reserve- 
dotter kein Zucker mehr zugegen. 





Über Gaswechsel und Energieumsatz der Vögel 
und ihre Beeinflussung durch die Atmungsinnervation (Nn. vagi). 


Von 
Paul Bilobelt. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1926.) 


Einleitung. 


Wie wir aus den Arbeiten besonders von Zander!), Siefert?2) und 
Grober?) wissen, gehen Vögel ebenso wie die Säuger nach beiderseitiger 
Vagotomie an deren Folgen zugrunde. Auch bei ihnen haben die 
Nn. vagi eine wichtige Bedeutung für die Regulation der Atemmechanik, 
und zwar im Sinne der Hering-Breuerschen Selbststeuerung, indem 
jede inspiratorische Erweiterung des Thorax einen exspiratorischen 
Impuls setzt und jede exspiratorische Verkleinerung die Inspiration 
begünstigt. Daß dabei die die Regulation vermittelnden Reize in den 
Lungen selbst entstehen, geht daraus hervor, daß die durch völlige 
Zerstörung der Luftsäcke hervorgerufene Verlangsamung und Ver- 
tiefung der Atmung eine bei weitem nicht so hochgradige Regulations- 
störung darstellt als diejenige nach beiderseitiger Vagotomie. Die nach 
der letzteren eintretende Haupterscheinung der Atmungsverlangsamung 
tritt bei den Vögeln in ganz anderer Weise, nämlich durch die Ent- 
wicklung langer exspiratorischer Pausen, hervor als bei den Säugern, 
wo sie auf Verlangsamung der inspiratorischen Atmungsphasen beruht. 


Nach Grober?) gehen von den Lungen bei den Vögeln offenbar noch 
andere Erregungsimpulse durch die Vagi auf das Atemzentrum über, 
wodurch die Frequenz der normalen Atembewegungen bedeutend 
gesteigert ist. 


1) R. Zander, Pflügers Arch. 19, 263, 1879. 
2) E. Siefert, ebendaselbst 64, 428, 1896. 
3) I. A. Grober, ebendaselbst 76, 427, 1899. 
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Die vorliegende Untersuchung gilt der Frage, wieweit sich die 
Störungen dieser Regulation des Mechanismus der Atmung bei den Vögedn 
auch auf den Chemismus der Atmung, den respiratorischen Gaswechsel 
und den Energieumsatz beziehen. Diese Frage schien von besonderem 
Interesse, da für die Vögel durch Zander!) nachgewiesen ist, daß ihr 
Zugrundegehen nach bilateraler Vagotomie nicht durch den Ausfall 
des Einflusses der Vagi auf die Atmung, sondern desjenigen auf die 
Verdauungsbewegungen des Kropfes bedingt wird, während im Gegen- 
satz hierzu bei den Säugern gerade der Ausfall der Atmungsregulation 
nach beiderseitiger Vagotomie letal wirkt und Hunde nur nach tieferer 
Vagotomie am Leben bleiben (Krehl). 

Im besonderen sollte untersucht werden, ob nach Durchschneidung 
eines Vagus eine Störung des Gaswechsels eintritt und wieweit diese 
früher oder später durch die Funktionsübernahme seitens des anderen 
Vagus ausgeglichen wird; ferner ob diese Störung des Gasaustausches 
nach beiderseitiger Vagotomie größer ausfällt als bei einseitiger und ob 
sie ebenso stark auftritt, wenn der zweite Vagus erst lange Zeit nach 
dem ersten durchschnitten wird und dadurch schon länger die Möglich- 
keit geboten wird, daß die Funktion des zuerst, durchtrennten nicht 
nur vom zweiten Vagus, sondern eventuell auch durch andere extra- 
vagale Regulationen wenigstens teilweise übernommen werden kann. 

Zugleich boten die Versuche Gelegenheit, das bisher im Vergleich 
zu den Säugern noch unverhältnismäßig geringe Material an Unter- 
suchungen des normalen respiratorischen Stoffwechsels der Vögel zu 
erweitern. Bisher sind derartige Untersuchungen von Regnault und 
Reiset, Kukein, Pott, Colin, Richet, Rubner?), Bleibtreu, Lehmann und 
Voit, Gerhartz?), Harit) und Kriwuscha®) sowie Groebbels®) zum Teil an 
sehr verschiedenen Vogelarten ausgeführt worden, und die Ab- 
weichungen in den Ergebnissen der einzelnen Forscher sind noch keines- 
wegs restlos geklärt. 


Methodik. 


Die Versuche, die ich auf Anregung des Herrn Prof. E. Mangold und 
mit Unterstützung von Herrn Privatdozent Dr. W. Klein und Fräulein 
M. Steuber ausgeführt habe, wurden am Huhn ausgeführt, und zwar an 
sechs Hennen in der Zeit von Ende Oktober bis Ende Februar. Ein Einfluß 
der Mauserung, die bei den ersten Tieren noch nicht ganz beendet war, 


1) R. Zander, Pflügers Arch. 19, 263, 1879. 

2) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 19, 555, 1883. (Die Gesetze des Energie- 
verbrauchs bei der Ernährung. Leipzig und Wien 1902.) 

3) H.@erhartz, Arch. f. d. ges. Physiol. 156. 

4) Hari, diese Zeitschr. 78, 313, 1917. 

5) Hari und Kriwuscha, ebendaselbst 88, 344, 1918. 

€) Groebbels, Zeitschr. f. Biol. 70, 477, 1919. 


Gaswechsel und Energieumsatz der Vögel usw. - 453 


trat nicht störend hervor. Die Vagusdurchschneidungen, die nach Ein- 
stellung der einzelnen Tiere in den Versuch teils beiderseitig einzeitig, 
teils erst einseitig und zweizeitig doppelseitig ausgeführt wurden, erfolgten 
stets in der Mitte der Halslänge mit Exstirpation eines 1 cm langen Vagus- 
stückes. Die Wunde des hierbei erforderlichen Hautlängsschnittes heilt 
beim Huhn nach Knopfnaht per primam und stört das Befinden nicht im 
geringsten. 

Meine Respirationsversuche machte ich mit dem Pettenkofer- Tigerstedt- 
schen Apparat, der durch die von M. Steuber!) eingeführte neue Vor- 
richtung zur Entnahme einer kontinuierlichen Gasprobe das Arbeiten 
erleichtert. Als Respirationskammer diente ein großes, 52 Liter fassendes 
Glasgefäß, das an seinem oberen Ende mit einem abschraubbaren Metall- 
deckel versehen ist. Zwischen dem Rande des Glasgefäßes und dem Deckel 
ist zur Abdichtung ein breiter, weicher Gummiring eingeschoben. In dem 
Metalldeckel sind drei Hähne angebracht, von denen zwei der Durchsaugung 
der Luft und der dritte der Entnahme der Analysenprobe dient. In dem 
oberen Raum der Respirationskammer befindet sich ein Ventilator zwecks 
gleichmäßiger Durchlüftung der Kammer. Dieser ist an der Unterseite 
des Metalldeckels angebracht und zum Schutze des Versuchstieres mit 
einem Drahtnetz umgeben. Als Aspirator diente eine genau geeichte trockene 
Gasuhr, die mit Hilfe eines gleichmäßig laufenden Motors in Tätigkeit 
gesetzt und mit einem Übersetzungsgetriebe reguliert wird. 

Der Aspirator und die Respirationskammer sind durch einen ziemlich 
weiten Gummischlauch miteinander verbunden. In diesem Schlauch ist 
dicht vor dem Eintritt des Gases in den Gasmesser ein T-Stück aus Glas 
angebracht, mit welchem die Vorrichtung für die Entnahme der konti- 
nuierlichen Teilprobe verbunden wird. Die Vorrichtung für die Teilprobe 
besteht aus einem Glaszylinder, der unten geöffnet und oben mit einem 
Gashahn zu verschließen ist. Der Zylinder ruht in einem Metallgefäß und 
dieses auf einer Spindel, die in einem Schneckengetriebe läuft, welches 
ebenfalls durch den Antriebsmotor der Gasuhr in Tätigkeit gesetzt wird. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgeführt, daß die Tiere ungefähr 
eine Viertelstunde vor dem eigentlichen Beginn des Versuchs in die Respi- 
rationskammer gebracht wurden. In dieser Zeit hatte sich die Zusammen- 
setzung der Luft und besonders die Temperatur und die Wasserdampf- 
spannung in der Kammer ziemlich ausgeglichen. Die Versuche selbst wurden 
ungefähr auf 2 Stunden ausgedehnt. 

Die zum Versuch herangezogenen Hühner befanden sich teils im 
nüchternen, d. h. sie waren am Tage vorher zuletzt gefüttert, teils im 
Hungerzustand, wobei 24 oder 48 Stunden vorher das letzte Futter ge- 
reicht war. Einige Versuche wurden zum Vergleich auch schon einige Stunden 
nach der Fütterung angestellt. Als Futter diente ausschließlich Körnerfutter, 
Weizen und Gerste, und die Fütterung erfolgte einmal am Tage. 

Die Zusammensetzung des Respirationsgases wurde mit dem Haldane- 
apparat bestimmt. 

Die Berechnung des Versuchs geschah nach den Ausführungen von 
W. Klein und M. Steuber?). Zum besseren Verständnis sei ein vollkommenes 
Protokoll und die nachfolgende Berechnung angegeben: 


1) Siehe W. Klein und M. Steuber, ‚Die gasanalytische Methodik des 
dynamischen Stoffwechsels‘, S. 16. Leipzig 1925. 
23) W. Klein und M. Steuber, diese Zeitschr. 186, 471, 1923. 
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Huhn Nr. 1. Linker N. vagus durchschnitten. Huhn ist nüchtern, 
letztes Futter tags zuvor um 4 Uhr. Gewicht: 1360 g. 
Versuch vom 26. Oktober (Operationstag). Barometer 759,0. 


| Gasuhr Temperato Temperatur 
Zeit ne Liter en der Kammer der durchgesaugten Luft 


eg er 12h12 8378,2 m 22,5 
Schluß 2 47 87682 | 23,0 


Die EES Se für: 


| Anfangsgas | Endgas | Kontinuierliche Probe 




















CO, in Proz... . | 0,833 0,852 0,852 
O,in Proz. .. .. 19,865 19,865 19,863 
N,in Proz. ... 79,282 79,284 79,284 


Die Kammer faßt 52 Liter. Die in der Kammer befindliche Gasmenge 
wird auf 0° Temperatur und 760 mm Barometerdruck reduziert, sowohl 
für das Anfangsgas wie für das Endgas und die durchgesaugte Luft. 


Anfangsgas. 
Log. 52 = 1,71600 
Temp. u. Bar.) = 9,95068 — 10 
1,66668 = 46,417 Liter 


= die Menge Luft reduziert 0° und 760 mm Druck befindlich in der 52 Liter 
fassenden Kammer. 
Endgas. 


1,71600 
9,94791 — 10 


1,66391 = 46,112 Liter 


Log. 52 
Temp. u. Bar. 


Durchgesaugte Luft. 
Log. 390 = 2,59106 
Temp. u. Bar. = 9,95068 — 10 
2,54174 = 348,14 Liter. 


Jetzt wird mit Hilfe der reduzierten Gasmenge und der gefundenen 
Analysendaten die produzierte CO, und der verbrauchte O, in der Kammer 
und in der durchgesaugten Luft berechnet. 


1. Anfangsgas in der Kammer. 


1,666 68 1,66668 
0,92065 (Log. von 0,833Proz. CO,) 0,29809— 1 (Log. von 19,865 Proz. Ou 
0,58733—1 = 0,887 Liter CO, 0,96477 = 9,228 Liter 0, 

1,666 68 


0,899 17 — 1 (Log. von 79,282 Proz. N,) 
1,56585 = 86,80 Liter N, 


1) Landolt- Börnstein, Physikal.-chem. Tabellen, 4. Aufl., Tabelle X. 
Berlin 1912. 
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2. Endgas in der Kammer. 


1,663 91 1,663 91 
0,930 44 — 3 0,29809 — 1 
0,59435 — 1 = 0,898 Liter CO, 0,96200 = 9,162 Liter 0, 
1,663 91 
0,89918 — 1 


1,56309 — 86,567 Liter N, 


3. Durchgesaugte Luft. 


2,541 74 2,541 74 

0,93095 — 3 0,29805 — 1 

0,47269 = 2,969 Liter CO, 1,83979 = 69,15 Liter 0, 
2,541 74 
0,89918 — 1 


2,44092 = 276,00 Liter N, 


Da aber das durchgesaugte und das an der Gasuhr abgelesene Respi-« 
rationsgas nicht ganz dem Inspirationsgas entspricht, muß mit Hilfe des 
gefundenen N-Wertes eine Umrechnung vorgenommen werden. 


Zum N-Wert der durchgesaugten Luft = 276,00 


addiert man den N, des Endgases 36,567 

= 312,567 und 
subtrahiert dann den N, des Anfangsgases — 36,80 

= 275,767 


Liter N, in der durchgesaugten Luft. Mit Hilfe der Formel 79,07: 100 
wie die abgelesene Gasmenge zu der wirklichen in den Apparat eingesaugten 
Luft erhalte ich den Literwert der Inspirationsluft. 


Also 79,07 275,767 





; 100 x 
Log. 275,765 = 2,44055 
Log. 100 =2 
4,440 55 
— Log. 79,07 = 1,89801 
2,54244 


= Logarithmus für den Literwert der Inspirationsluft. 


Unter Zugrundelegang der Luftanalyse wird dann der CO,- und O;- 
Gehalt berechnet. 


2,54244 2,54244 
0,47712—4 (Log. von 0,03Proz. CO,) 0,32015—1 (Log. von 20,9 Proz. O,) 
0,01956—1 = 0,104 Liter € 0, 1,86259 = 72,878 Liter 0, 


Stellt man jetzt die zueinander gehörenden Zahlen zusammen, 80 
erhält man für das Anjangsgas 

0,387 Liter CO, + 9,223 Liter O, in der Kammer 

0,104 ,„ CO,+ 72,878 „ O» „ Außenluft 

0,491 Liter CO, 82,101 Liter O, 
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Für das Endgas 
0,393 Liter CO, + 9,163 Liter O, in der Kammer 
2,969 „ CO,-+ 69,150 „ O» ,„ durchgesaugten Luft 
3,362 Liter CO, 78,313 Liter O, 


Aus den Differenzen der CO, bzw. des O, zu Anfang und zum Schluß 
des Versuchs ergibt sich das Endresultat mit: 


3,362 82,101 
— 0,491 — 78,312 
2,871 Liter produzierte CO, 8,789 Liter verbrauchten 0, 


Aus dem Verhältnis der produzierten CO, und des verbrauchten 0, 
berechnet sich ein respiratorischer Quotient von 0,7567. 


In 155 Minuten sind produziert . . . . . 2,871 Liter CO, 
vn 155 ge » konsumiert . . .. 3789 „ O, 
„» 24 Stunden . .. su Sn es e 26,67 „ CO: 
ge, DE ee ee e Er 35,20 „ O, 


Um aus den gefundenen Gaswerten den Energieverbrauch zu berechnen, 
wurde mit Hilfe der Zuntzschen Tabelle die Kalorienproduktion berechnet. 


Bei einem Respirationsquotienten von 0,757 entspricht 1 Liter O, 
= 4,478 Cal. 

Gesamt-Cal in 24 Stunden = 4,478 . 35,20 = 167,14 Cal. 

Cal pro Kilogramm Körpergewicht = 1,6714: 1360 g = 122,9 Cal. 

Cal pro Quadratmeter Oberfläche = 1288,8 Cal. 

Die Oberfläche wird nach Rubner!) aus dem Gewicht des Tieres mal 


einer für jede Tierart bestimmten Konstante, die beim Huhn 1,019 12 beträgt, 
berechnet. Die Rubnersche Formel lautet: 


Oberfläche = K. Vor. 


Nach diesem Beispiel rechnete ich alle meine Versuche aus, die an- 
schließend tabellarisch geordnet sind. 


Ergebnisse. 
I. Am normalen Tiere, 


1. Der respiratorische Quotient, der sich aus meinen Versuchen an 
den zunächst normalen Hühnern bei Ruhe ergab, wies zwischen 
nüchternem und hungerndem und längerem Hungerzustand, wie die 
in nachfolgender Tabelle zusammengestellten Durchschnittswerte aus 
den einzelnen, zum Teil allerdings nur wenigen Versuchen zeigen, keine 
wesentlichen Unterschiede auf. 


1) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 19, 555, 1883. 
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Fütterungszustand Respiratorischer Quotient Senn f 

















48h Hunger... | 0,719 1259,2 
E EEE | 0,706 1240,5 
Nüchten ....... | 0,720 1351,7 
Kropf noch voll... . | 0,898 1533,4 


Im vollen Verdauungszustand dagegen war er höher, dem vor- 
wiegenden Kohlehydratumsatz entsprechend. Noch höher hatte ihn 
beim Huhn Regnault-Reiset gefunden mit 0,98, wesentlich niedriger 
Colin mit 0,53, ein Wert, den bereits Groebbels!) als sicher zu niedrig 
bezeichnet, während er selbst bei verschiedenen anderen Vogelarten, 
zum Teil sogar bei vorwiegender Fleischfütterung, Werte von 0,92 
bis 1,92 erhielt, deren. auffallende Höhe zunächst unerklärlich bleibt. 
Meine Werte stimmen am besten mit einigen von Gerhartz?) überein, 
der beim Huhn in der Ruhe einen respiratorischen Quotienten von 
0,632 bis 0,799 bestimmt. 


Bei Gänsen fand Hari’) im Durchschnitt seiner Hungerversuche 
respiratorische Quotienten von durchschnittlich 0,764, nach ver- 
schiedener Fütterung = 1,07 bis 1,28, Werte, die sich den von Bleib- 
treu bei Mastgänsen gefundenen (1,117 bis 1,38) nähern. 


2. Der Energieumsatz meiner Hühner im Normalzustand bei Ruhe 
geht ebenfalls aus der Tabelle vorher hervor, seine Schwankungen ent- 
sprechen dem jeweiligen Fütterungszustande.. Diese Kalorienwerte 
pro Quadratmeter Oberfläche + 24 Stunden liegen höher als diejenigen 
von Regnault- Reisett) (787 Cal), Kukein (887 Cal), Rubner®) (1002 Cal), 
für das Huhn bestimmten. Näher an meinen liegen die von Hari für 
Gänse berechneten (bei Hunger 6,92 bis 1073 Cal, nach Fütterung 
934 bis 1266 Cal) und direkt kalorimetrisch bestimmten Werte (bei 
Fütterung 934 bis 1266 Cal, bei Hunger 783 bis 1203 Cal). 


Niedriger liegen noch die für Enten®) gefundenen Hungerkalorien- 
werte mit 735 bis 935 Cal pro Quadratmeter und 24 Stunden, während 
Groebbels bei größeren Vögeln 730 bis 980, bei kleineren aber Werte 
erhielt, die zum Teil noch weit über den meinigen liegen, und deren 


1) Groebbels, Zeitschr. f. Biol. 70, 477, 1919. 
2) H.@erhartz, Arch. f. d. ges. Physiol. 156. 
3) Hari, diese Zeitschr. 78, 313, 1917. 


%) Regnault- Reiset, Recherches chimiques sur la respiration des animaux, 
Ann. d. chim. et de phys. 26, 1849. 


5) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 19, 555, 1883. 
€) Hari und Kriwuscha, diese Zeitschr. 88, 344, 1918. 
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enorme Höhe vielleicht zum Teil wenigstens durch die bei den kleinen 
Vögeln kaum zu erzielende Ausschaltung ihrer lebhaften Bewegungen 
erklärt werden könnten. 


II. Nach einseitiger Vagotomie. 


Die Folgen der ersten Vagusdurchschneidung wurden zunächst 
an der Atemfrequenz geprüft. Diese ergab durchschnittlich vor der 
Vagotomie 14 bis 16 Atemzüge pro Minute, nach der Vagotomie 13 
bis 14 Atemzüge pro Minute. 


Es ergab sich somit eine geringe Störung im Sinne einer Ver- 
langsamung der Atemfrequenz. Ein Sinken der Körpertemperatur 
konnte nach der ersten Vagotomie nicht festgestellt werden. Die Tem- 
peratur der Tiere betrug durchschnittlich vor der Operation 41,9 und 
am Tage nach derselben 41,70 C. 


Die Berechnung des gesamten Energieumsatzes aus den sofort nach 
der ersten Vagotomie (in einem Falle erst am darauffolgenden Tage) 
am nüchternen Tiere angestellten Respirationsversuche ergab mit 
durchschnittlich 1216,2 Cal pro Quadratmeter + 24 Stunden (gegen 
1351,7 Cal durchschnittlich bei Normalzustand) eine immerhin merk- 
liche Herabsetzung. Dieselbe glich sich im Laufe weniger Tage fast 
völlig wieder aus, wie der Durchschnittswert aus drei am 4. bis 12. Tage 
nach der ersten Vagotomie angestellten Versuchen mit 1307,7 Cal er- 
kennen läßt. 


Auch die Verlangsamung der Atemfrequenz hatte sich nach Verlauf 
einiger Tage ziemlich ausgeglichen. Aus diesem Verhalten ergibt sich 
wohl die Möglichkeit, die vorübergehende Herabsetzung des Energie- 
umsatzes nach der einseitigen Vagotomie auf die Verringerung der 
Atemfrequenz zurückzuführen. Es stellt sich somit heraus, daß ent- 
sprechend der Verringerung der Atemfrequenz indirekt auch die 
Regulationsstörung des Chemismus der Atmung nicht sofort durch den 
anderen noch vorhandenen Vagus voll ausgeglichen wird, daß dies 
vielmehr auch erst in einigen Tagen geschieht. Dieses Ergebnis war 
nicht ohne weiteres zu erwarten; es hätte vielmehr nach vielfach herr- 
schenden physiologischen Ansichten angenommen werden können 
(auf Grund der doppelten Sicherung, die in der beiderseitigen 
Nervenversorgung liegt), daß sofort nach der Störung des 
Atmungsmechanismus durch die Ausschaltung des einen Vagus 
auf den Wegen der noch erhaltenen Nervenbahnen ein Aus- 
gleich wenigstens so weit stattfinde, daß der normale Gas- 
wechsel und Energieumsatz ungestört blieb. Dies war indessen 
nicht der Fall; die Störung des Stoffwechsels trat ein, die vor- 
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handenen Nervenwege mußten für die Übernahme der Mehr- 
leistung erst gebahnt werden. 


III. Nach beiderseitiger Vagotomie. 


Das vikariierende Eintreten eines Vagus in die Funktion des 
anderen nach dessen Durchschneidung ist eine auch hinsichtlich der 
motorischen Vagusfunktion am Verdauungsapparat bekannte Tat- 
sache. Gerade bei Hühnern hat Mangold!) nachgewiesen, daß die 
eintretende Verlangsamung der Magenrhythmik nach einseitiger Vago- 
tomie schon nach wenigen Tagen behoben ist. Ebensowenig nachhaltig 
ist offenbar die anzunehmende Beeinflussung des Kropfes. Der etwas 
länger dauernde Füllungszustand des Kropfes nach der Fütterung ist 
nach einigen Tagen wieder behoben. 


Anders verhält sich dies nach der zweiten Vagotomie. Hiernach 
erfolgt zwar eine außerordentlich starke Verlangsamung und nur noch 
irreguläre Rhythmik des Hühnermagens, wie aber die Versuche von 
Zander?), Mangold und meine eigenen zeigen, vermag der Magen seinen 
Inhalt noch restlos in den Darm zu entleeren. Der Kropf dagegen 
verharrt vom Augenblick der zweiten Vagotomie an in totaler moto- 
rischer Lähmung; sein Inhalt fällt ohne auch nur ein einziges Korn 
oder einen Tropfen Flüssigkeit weiterzugeben, der bakteriellen Zersetzung 
anheim und stagniert bis zu dem durch Inanition erfolgenden Tode, 
wie wir Zander voll bestätigen können. Bei Tauben tritt der Tod nach 
Zander in spätestens 9 Tagen ein. Von meinen Hühnern überlebten 
die einzeitig operierten die doppelte Vagotomie noch durchschnittlich 
6 Tage, die zweizeitig operierten durchschnittlich 5 bis 6 Tage (ein 
Huhn lebte jedoch noch 21 Tage), so daß sich mit Bestimmtheit kein 
wesentlicher Unterschied zugunsten der zweizeitig operierten Tiere 
ergab. 

Die Wirkungen der doppelseitigen Vagusdurchschneidung auf den 
Aimungsapparat der Hühner fallen unmittelbar ins Auge. Der Hals 
wird weit vorgebeugt, der Schnabel unter Vorstrecken der Zunge 
maximal geöffnet. Der Kamm verfärbt sich ins bläuliche; im ganzen 
das Bild einer außerordentlich stark dyspnoischen Atmung. 


Die Temperatur, gemessen im Rectum, fällt meist um etwa 2°C. 
Sie betrug vor der Operation durchschnitilich 41,80 C, kurz nach der 
Operation durchschnittlich 39,70C, einen Tag nach der Operation 
40,2 C. Esist also gewöhnlich in den nächsten Tagen wieder ein leichtes 


1) E. Mangold, Pflügers Arch. 111, 163, 1906. 
2) R. Zander, Pflügers Arch. 19, 427, 1879. 
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Ansteigen zu beobachten, jedoch erreicht dieser Anstieg nie mehr die 
normale Temperaturhöhe. Zander fand bei doppelseitig vagotomierten 
Tauben die gleichen Symptome; der anfängliche Temperaturfall war bei 
seinen untersuchten Tieren stärker und betrug bis zu 6°C, manchmal 
noch darüber. Fast in jedem Falle beobachtete er aber wieder einen 
Anstieg, der indessen die normale Temperatur nie wieder erreichte. 
Auffallend ist bei Zander das anfänglich sehr starke Sinken der Körper- 
temperatur bei Tauben nach der bilateralen Vagotomie. Mir scheint 
Zanders Erklärung hierfür, daß nach diesem Eingriff in den Lungen 
eine Hyperämie entsteht und demzufolge die Blutmenge, die im Körper 
kreist, kleiner wird, nicht einleuchtend; denn bei der kleinen Blut- 
menge, die die Vogellunge nur fassen kann, ist diese als Ursache einer 
so großen Temperaturverschiebung kaum denkbar. Die durch die 
Lahmlegung der Funktion der Nn. vagi ohne Frage herbeigeführte 
Änderung im Stoffwechsel könnte man eher als Erklärung für diese 
Erscheinung heranziehen. Was die Pulszahl bei Tauben betrifft, so 
erfährt diese unmittelbar nach der bilateralen Durchschneidung eine 
gewaltige Erhöhung, meist über das Doppelte. Dann folgt nach 
2 Tagen ein ganz allmählicher, bis zum Tode anhaltender Abstieg, 
der aber auch die Norm nicht mehr erreicht. Sie ist also immer erhöht 
und bleibt es auch bis zum Tode. 


Bei meinen Hühnern treten diese Symptome nicht so scharf in den 
Vordergrund. Wie es scheint, reagiert der Puls bei Hühnern nicht in 
derselben Weise wie bei Tauben auf diesen Eingriff, worauf Stübel!) 
schon aufmerksam machte. 


Die Atemfrequenz sinkt nach der beiderseitigen Vagusdurchschneidung 
ganz erheblich, durchschnittlich von 14 bis 16 Normalatmungen auf 
8 bis 10, nach einigen Stunden beschleunigt sie sich aber wieder bis 
auf etwa 10 bis 12 Atemzüge pro Minute. Gleichzeitig wird die Atmung 
ruhiger. Die Versuchstiere, die nach der bilateralen Vagotomie ihre 
Atemnot in der Weise zum Ausdruck brachten, daß sie den Schnabel 
maximal öffneten und öfter mit den Flügeln schlugen, öffneten gewöhn- 
lich einen Tag später den Schnabel nur halb, ohne noch diese Unruhe 
zu bekunden. Nach Zanders Untersuchungen traten diese Symptome 
an vagotomierten Tauben noch deutlicher hervor. 


In meiner hier vorliegenden Arbeit erfährt die Untersuchung 
doppelseitig vagotomierter Hühner gegenüber der Arbeit von Zander 
nach verschiedener Richtung hin eine Erweiterung, da ich bei einem 
Teil meiner Versuchstiere die Vagi gleichzeitig durchschnitt, bei einem 
anderen Teile aber zweizeitig, und zwar so, daß zwischen erster und 


1) Stübel, Pflügers Arch. 135, 1910. 
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zweiter eine gewisse Zeit, meist 3 bis 4 Wochen verstrich. Der Zweck 
dieses Verfahrens war einmal der, festzustellen, um wieweit sich der 
durch die einseitige Durchschneidung erfolgte veränderte Zustand des 
Gaswechsels und Energieumsatzes im Verlauf der weiteren Zeit behebt, 
und ferner, ob bei zweizeitiger Durchschneidung die Symptome bei 
dem zweiten Eingriff andere wären, wie bei der gleichzeitigen bilateralen 
Vagotomie. Hierbei wurde an die Möglichkeit einer etwaigen Über- 
nahme der dem N. vagus zukommenden, die Atmung regulierenden 
Funktionen durch andere Nervenfasern gedacht, wie auch an die schon 
von Grober!) angenommenen extravagalen, die Atmung beeinflussenden 
Impulse. Ferner durchschnitt ich bei einem Tiere den Vagus zweizeitig 
in dem kürzeren Zeitabstand von 5 Tagen, um auch hier eventuelle 
Unterschiede erfassen zu können. 


Vergleicht man nun den Gesamtumsatz nach der doppelseitigen 
Vagotomie, wie er sich aus dem am Tage dieser Operation, in zwei Fällen 
am folgenden Tage, angestellten Respirationsversuchen ergibt, so 
drückt sich in den einzelnen (s. Versuchstabellen) — wie in dem durch- 
schnittlichen Wert von 1148,8 Cal pro Quadratmeter und 24 Stunden — 
ein beträchtlicher Abfall des Gaıswechsels und Umsatzes gegenüber 
den normalen und den gleich nach der ersten Vagotomie gefundenen 
Werten aus. Dieser Abfall steht durchaus im Einklang zu dem der 
Körpertemperatur und Atemfrequenz. Dabei dürfen die Kalorienwerte 
eher noch als zu hoch angesehen werden, da es in den ersten Versuchen 
nach der doppelten Vagotomie infolge der motorischen Unruhe und der 
die dyspnoischen Atembewegungen begleitenden Allgemeinbewegungen, 
Aufspringen und Flügelschlagen, nur schwer gelingt, wirkliche Ruhe- 
werte zu erhalten. 


Ein wesentlicher Unterschied bestand dabei nicht zwischen den 
ein- und zweizeitig vagotomierten Tieren. Immerhin würde der tat- 
sächlich vorhandene Unterschied der Kalorienwerte, die bei den ein- 
zeitig operierten im Mittel 1125,5 und bei den zweizeitigen 1171,6 Cal 
betragen, falls man diesen geringen Unterschied, noch dazu in An- 
betracht des für diese Feststellung eigentlich zu geringen Versuchs- 
materials, überhaupt deuten will, in dem wie oben gesagt eventuell 
erwarteten Sinne sprechen, daß die Wirkung der zweiten Vagotomie 
auf die Atmung und den Gaswechsel nicht so stark ist, wenn sie zwei- 
zeitig ausgeführt ist, als wenn sie in einer einzigen Operation voll- 
zogen wird. 


Gleich nach der doppelten Vagotomie konnten die Tiere ohne 
weiteres noch als Nüchterntiere und am Tage darauf als eintägige 


1) I. A. Grober, Pflügers Arch. 76, 427, 1899. 
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Hungertiere in ihrem Stoffwechsel mit ihrem normalen oder dem 
Zustand nach der ersten Vagotomie verglichen werden. Der Abfall 
am ersten Tage, auch wenn die zweite Durchschneidung lange nach 
der ersten stattgefunden hatte, beweist, daß nach diesem Eingriff in 
die nervöse Regulierung keinerlei Sicherungen und Auswege im 
Organismus vorhanden sind, die eintreten könnten, um den Stoffwechsel 
wenigstens einigermaßen auf der Norm zu halten. Die enorme dys- 
pnoische Vertiefung der einzelnen Atemzüge ist bei der starken Herab- 
setzung ihrer Frequenz weit entfernt, die Sauerstoffzufuhr auch nur 
annähernd auf normaler Höhe zu halten. Der regelmäßig zu beob- 
achtende weitere Abfall des Umsatzes auch am Tage nachher (siehe 
Versuchsprotokolle) zeigt, daß im Gegensatz zu dem Verhalten 
nach der ersten Vagotomie jetzt überhaupt keine Tendenz zum 
Ausgleich mehr hervortritt. Über die in den weiteren Tagen nach 
der doppelten Vagotomie angestellten Versuche ist zu sagen, daß 
sie ausnahmslos ein von Tag zu Tag weiteres Absinken des Um- 
satzes ergaben. Hier setzt nun die infolge der totalen Kropf- 
lähmung beständig fortschreitende Inanition ein, an der die Tiere 
zugrunde gehen. 


Zusammenfassung. 


Bei normalen Hühnern ist der respiratorische Quotient im nüch- 
ternen Zustande 0,72, in 24- bis 48stündigem Hunger 0,706 bis 0,719, 
bei voller Verdauung 0,898. 


Als Ruheumsatz ergab sich durchschnittlich: Nüchtern 1351,7; 
bei Hunger 1240,5 bis 1259,2; bei voller Verdauung 1533,4 Cal pro 
Quadratmeter Oberfläche und 24 Stunden. 


Einseitige Durchschneidung des N. vagus bewirkt als Folge der 
Störung der Atemmechanik eine Herabsetzung des Energieumsatzes, 
die sich durch das vikariierende Eintreten des zweiten Vagus in wenigen 
Tagen ausgleicht. 


Die beiderseitige Vagotomie hat unmittelbar einen noch stärkeren 
Abfall des Umsatzes zur Folge. Dabei besteht kein wesentlicher Unter- 
schied, je nachdem die Durchschneidung des zweiten Vagus sofort oder 
erst lange Zeit nach der des ersten erfolgt. 


Eine Tendenz zum Ausgleich der Herabsetzung des Stoffwechsels 
tritt hiernach nicht mehr hervor. 


Die Hühner gehen nach der beiderseitigen Vagotomie infolge 
der bleibenden totalen Lähmung der Kropfbewegung an Inanition 
zugrunde. 


"i 
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Photoaktivitätsstudien. 


I. Mitteilung: 


Einwirkung verschiedener Vitaminträger, besonders des Lebertrans, 
auf die photographische Platte. 


Von 
Hermann Vollmer. 


(Aus dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus.) 
(Eingegangen am 10. April 1926.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


Die zentrale Stellung, die das Sonnenlicht in der Pathogenese und 
Therapie der Rachitis einnimmt, läßt an die Möglichkeit eines „Licht- 
stoffwechsels‘“‘ im menschlichen Organismus denken, als dessen Störung 
die Rachitis aufzufassen wäre. Diese Idee hat an Kühnheit verloren, 
seit die antirachitische Aktivierung inaktiver Stoffe durch Strahlen- 
energie, seit die Abhängigkeit des Vitamingehalts der Pflanzen und 
Früchte vom Maße der Sonnenexposition und seit die Photo, 
aktivität‘‘ gewisser Vitaminträger, besonders des Lebertrans, erkannt 
worden sind. Auch die Rolle, die der Phosphor im Blutchemismus 
der Rachitis spielt, läßt daran denken, daß ihm seinem Wortsinn 
gemäß, eine Funktion in diesem hypothetischen Lichtstoffwechsel 
zukommt, wenn auch die Verbindungen, in denen der Phosphor im 
Blute vorkommt, nicht die gleichen photochemischen Eigenschaften 
besitzen wie reiner Phosphor. Mit dem weiteren Ausbau der jüngsten 
wissenschaftlichen Entdeckungen dürfen wir hoffen, daß sich in abseh- 
barer Zeit ein ganzer Kreis schließen wird, der die Strahlenenergie mit 
den Vitaminen und vielleicht auch mit den innersekretorischen Drüsen 
verbindet und mannigfache Beziehungen zur englischen Krankheit 
aufweist. Erfüllt sich diese Erwartung, so werden sich daraus auch 
neue Einsichten in die Natur der einzelnen Glieder dieser Kette und 
in den tieferen Grund ihrer Zusammenhänge ergeben. 


In unseren Studien gingen wir von der Zufallsentdeckung des 
Japaners K. Takahashi aus, daß Biosterin (Vitamin A-Präparat), einer 


x% 
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photographischen Platte ausgesetzt, auf dieser einen entwickelbaren 
„Belichtungseffekt‘‘ ergibt. Dieser imposante, später von Hamano 
weiter ausgebaute (Lebertran, Olivenöl, Cholesterin usw.) Befund läßt 
die Gemeinsamkeit des Sonnenlichtes und Lebertrans hinsichtlich ihrer 
antirachitischen Wirkung begreifen und auf die ‚„Strahlenemission“ 
zurückführen, ein Begriff, der später noch zu erläutern sein wird. Nach 
Abschluß unserer Untersuchungen wurde uns eine wichtige dänische 
Arbeit von Haxthausen bekannt, der nach dem bisher zugänglichen 
Referat in ganz ähnlicher Weise vorging und zu den gleichen Resultaten 
und Deutungen kam wie wir. So behält ein Teil dieser Mitteilung nur 
seine Berechtigung als Bestätigung der Ergebnisse Harxthausens und 
Hamanos, die dadurch an Wert gewinnt, daß wir völlig unabhängig 
von Haxthausen zu unseren Resultaten kamen. 

Wir bringen hier und in den folgenden Mitteilungen eine große 
Reihe von Befunden, ohne zunächst auf ihre Bedeutung für das Kern- 
problem einzugehen, die erst durch weiteren Ausbau des großen Arbeits- 
gebiets richtig erfaßt werden kann. 


Zur Methodik sei kurz bemerkt, daß wir fast ausschließlich mit den 
sehr lichtempfindlichen Agfa-Ultra-Spezialplatten arbeiteten. Die Sub- 
stanzen wurden in flachen, lichtundurchlässigen Schalen derart exponiert, 
daß zwischen Platte und Substanz ein Abstand von durchschnittlich 5 mm 
eingehalten wurde. Die Schichtseite der Platte lag immer der Substanz 
zugekehrt. Die Exposition nahmen wir in lichtundurchlässigen Holzkästen 
vor, bei einer Expositionsdauer von 20 bis 24 Stunden. Die Bestrahlung 
der Substanzen wurde mit der Bachschen Höhensonne in einem Abstand 
von 30 bis 50 cm verschieden lange Zeit ausgeführt. 

Die photographischen Platten wurden zur Verdeutlichung an sich 
schwacher Effekte vom Verlag so reproduziert, daß die Platten auf einer 
weißen Unterlage zunächst im auffallenden Licht photographiert wurden. 
Dadurch sind alle hier abgebildeten Lichtflecke etwas stärker als diejenigen, 
welche wir durch einfaches Kopieren der Originalplatte auf Gaslichtpapier 
erhielten. Die Helligkeitsunterschiede der einzelnen Effekte untereinander 
wurden durch dieses Reproduktionsverfahren im allgemeinen nicht ver- 
ändert. Nur in Abb. 10 ist eine geringe Verschiebung eingetreten. In diesem 
und ähnlichen Fällen sind die Angaben im Text maßgebend, denen die 
Besichtigung der Originalplatten im durchfallenden Licht zugrunde liegt. 


Befunde. 
I. Lebertran. 


1. In Übereinstimmung mit Hamano und Hazthausen fanden wir ge- 
wöhnlichen Lebertran photochemisch wirksam. (Der Einfachheit halber 
bezeichnen wir die Eigenschaft, auf photographischen Platten entwickelbare 
Effekte auszulösen, als ‚„‚Photoaktivität‘‘, die Substanzen mit dieser Eigen- 
schaft als ‚„‚photoaktiv‘‘, ohne damit über das Wesen des Phänomens zu- 
nächst etwas aussagen zu wollen.) Durch Bestrahlung mit der künstlichen 
Höhensonne wird diese Photoaktivität gesteigert. Abb. l zeigt die Effekte 
von unbestrahltem, 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden bestrahltem Lebertran und 
läßt erkennen, daß die Wirkung mit zunehmender Belichtungsdauer sich 
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erhöht, daß aber die Aktivierung durch zwei- bis dreistündige Bestrahlung 
durch weitere Bestrahlung nicht wesentlich zu übertreffen ist. Auch 
20stündige Bestrahlung leistet kaum mehr als zwei- bis dreistündige, 
zerstört aber andererseits nicht die photochemische Wirkung. Zweistündige 
natürliche Besonnung (April, mittags, Ebene) aktiviert ungefähr ebenso 
stark wie zweistündige Höhensonnenbestrahlung. Die Platteneffekte sind 
bei Lebertran und allen übrigen Substanzen nur dann zu erzielen, wenn die 
Schichtseite der Platte den Substanzen zugekehrt ist; durch die Glasplatte 
hindurch wird die Schicht nicht verändert. 





Abb. 1. Lebertran. 


0 = unbestrahlt. 3 = 3 Stunden bestrahlt. 
1 = 1 Stunde bestrahlt. 4 — 4 Stunden bestrahlt. 
2 = 2 Stunden bestrahlt. | 5 — 5 Stunden bestrahlt. 


2. Phosphorleberiran (0,01 : 100) ist an sich nicht stärker photoaktiv 
als gewöhnlicher Lebertran, wird aber durch zweistündige Bestrahlung 
etwas stärker aktiviert als dieser. 

3. Lebertran wird einerseits in einem zugeschmolzenen Reagenzglas, 
andererseits in einer offenen Schale gleiche Zeit bestrahlt. Der Grad der 
Aktivierung ist in beiden Fällen derselbe. 
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4. Sowohl gewöhnlicher als vorbestrahlter Lebertran verliert seine 
Photoaktivität nicht durch einstündiges Erhitzen im Wasserbade auf 100°. 
Ihre Aktivität wird durch einstündige Bestrahlung nach dem Erhitzen 
gesteigert. 

5. Halbstündiges, direktes Kochen des Lebertrans bei voller Flamme 
zerstört unter Veränderung der Farbe seine Photoaktivität. Der gekochte 





Abb. 2. 


1 = Lebertran, unbestrahlt. 3 = Lebertran, 2 Stunden bestrahlt. 
= Phosphorlebertran 0,01 : 100, unbestrahlt. | 4 = Phosphorlebertran, 2 Stunden bestrahlt 





Abb. 3. 
1 = Lebertran, in offener Schale 2 Stunden bestrahlt. 
2 = Lebertran, unbestrahlt. 
3 = Lebertran, in zugeschmolzenem Reagenzglas 2 Stunden bestrahlt. 


Lebertran wird durch Höhensonnenbestrahlung reaktiviert und gewinnt 
auch bei tagelangem Stehen in diffusem Tageslicht seine Wirksamkeit 
wieder. 

6. Wasserstoffsuperoxyd zeigt sich bekanntlich schon bei kurzer 
Expositionsdauer photochemisch stark wirksam. Durch Sonnen- und Ultra- 
violettbestrahlung zerfällt H,O, und verliert allmählich diese Wirkung. 
Demgemäß sahen wir auch die Photoaktivität des Lebertrans unter H,O,- 
Zusatz stark zunehmen. So kamen wir ähnlich wie Haxthausen, aber un- 
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abhängig von ihm, zu der Vermutung, die photochemische Wirkung des 
Lebertrans sei durch in ihm enthaltene Superoxyde bedingt und habe mit 
einer echten Lichtwirkung nichts zu tun (Russelefjekt). 

7. Um das im Lebertran angenommene H,O, zu vernichten, setzten 
wir dem Lebertran Formaldehyd zu. Obwohl es während der Exposition 
von Lebertran bedeckt war, also mit der Plattenschicht nicht in unmittelbare 
Berührung kam, blieb der photographische Effekt aus. Bestrahlung des über 
Formaldehyd stehenden Lebertrans führte nicht zu einer Reaktivierung. 
Durch einstündiges Schütteln erzeugte Formaldehyd-Lebertran-Emulsion 
ist nicht photoaktiv, zerstört aber die Schicht der photographischen Platte. 
Nach 30stündigem Stehen setzt sich aus dieser Emulsion klarer Lebertran 





Abb. 4. Lebertran. 
2 Stunden bestrahlt, dann im Wasserbad 1 Stunde auf 1000 erhitzt. 
1, nach dem Erhitzen 1 Stunde bestrahlt. 
unbestrahlter Lebertran, 1 Stunde auf 100° erhitzt. 
3, 1 Stunde bestrahlt. ` 


III) 


1 
2 
3 
4 


ab, der isoliert noch deutlichen Formaldehydgeruch aufweist. Dieser 
Lebertran verändert immer noch die Plattenschicht, ohne auf ihr — auch 
nach zweistündiger Bestrahlung -—- einen entwickelbaren Effekt zu er- 
zeugen. 

8. Ebenfalls zum Zwecke. der H. o (tbe wird schweflige Säure 
20 Minuten in Lebertran eingeleitet. Der Lebertran erhält dadurch eine 
dunkelbraune Farbe und verliert an Photoaktivität, ohne sie jedoch ganz 
einzubüßen. 

9. Die Beweiskraft der vorausgehenden Versuche ist anfechtbar, 
da Photoaktivitätsverlust bzw. Verminderung des Lebertrans wohl als 
Folge der Vernichtung des Wasserstoffsuperoxyds, aber auch eines anderen 
Lebertranbestandteiles aufgefaßt werden kann, welcher der Träger der 
photochemischen Eigenschaft sein könnte. Wir versuchten darum einen 
direkten H,O,-Nachweis durch die Jodkaliumstärkereaktion. Schüttelt 
man Lebertran mit frisch bereiteter Jodkaliumlösung, der einige Tropfen 
Stärkelösung zugesetzt werden, so tritt Blaufärbung auf, als Zeichen dafür, 
daß Lebertran aus Jodkalium freies Jod abzuspalten vermag. Daß diese 
Reaktion nicht etwa durch im Lebertran enthaltenes freies Jod zustande- 
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kommt, beweist der negative Ausfall des Jodnachweises durch Stärke. 
Damit ist im Lebertran die Existenz einer oxydierenden Substanz erwiesen, 
die aber nicht notwendig ein Superoxyd sein muß. 

10. Am Lebertran — und wie wir später sehen werden, auch an anderen 
Substanzen — gelingt es sehr schön zu zeigen, daß zwischen der Intensität 





Abb. 5. 
Jodkaliumstärkereaktion unbestrahlten, 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden bestrahlten Lebertrans. 


der photochemischen Wirkung und der Jodkaliumstärkereaktion ein gewisser 
Parallelismus besteht. Den in Abb. 1 wiedergegebenen photographischen 
Effekten verschieden lange bestrahlten Lebertrans entsprechen die in Abb. 5 
dargestellten Jodkaliumstärkereaktionen. 





Abb. 6. — ätherischer Lebertranextrakt. 2 = Äther. 


Wir sehen hier ein graduelles Ansteigen der Reaktion vom unbestrahlten 
bis zum 3-Stunden-bestrahlten Lebertran ; darüber hinaus wird die Reaktion 
nicht mehr intensiver, wie wir es in gleicher Weise von den Photoaktivitäts- 
effekten feststellen konnten. Unter der Voraussetzung, daß Photoaktivität 
und antirachitische Wirkungen des Lebertrans einander parallel gehen, 
ergibt sich aus dieser Beobachtung die Möglichkeit, die Wirksamkeit ver- 
schiedener Lebertrane jodometrisch zu bestimmen. 
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II. Lebertranextrakte. 


11. Ätherischer Lebertraneztrakt ist stark photoaktiv. Diese Eigenschaft 
und zugleich das Vermögen, Jod aus Jodkalium in Freiheit zu setzen, 
besitzt auch Äther in hohem Grade. 

12. Alkoholischer Lebertranextrakt ist schwach photochemisch wirksam. 

13. Schüttelt man im Scheidetrichter 1 bis 2 Stunden gleiche Mengen 
Lebertran und destilliertes Wasser, so bildet sich eine dickflüssige weiße 
Emulsion, die nicht photoaktiv ist. Läßt man diese Emulsion etwa 2 bis 
3 Tage stehen, so setzen sich Lebertran und sein wässeriger Extrakt klar 
voneinander ab. Dieser wässerige Extrakt — den wir kurz Lebertranwasser 
nennen wollen — ist nach Filtration klar oder leicht getrübt, riecht schwach 
nach Lebertran, reagiert sauer (bis po 3,2), gibt einen deutlichen photo- 
graphischen Effekt und eine positive Jodkaliumstärkereaktion. 

Abb. 7 zeigt die Wirkung des wässerigen Lebertranextraktes, des 
ausgewaschenen Lebertrans und des Lebertrans, der als Ausgangsmaterial 





Abb. 7. 
1 = Lebertran. 2 = ausgewaschener Lebertran. 3 = wässeriger Lebertranextrakt. 


‘diente. Überraschenderweise sind Lebertranwasser und ausgewaschenener 
Lebertran stärker photoaktiv als genuiner Lebertran. Die Ausschüttelung 
mit Wasser entzieht also dem Lebertran photoaktive Substanzen und regt 
zugleich ihre Neubildung an. 

Durch einstündige Ultraviolettbestrahlung wird genuiner Lebertran 
stärker aktiviert als die beiden aus der Lebertran-Wasser-Emulsion ge- 
wonnenen Bestandteile. 

14. Lebertran wird 1 Stunde mit gleicher Menge destillierten Wassers 
geschüttelt. Nach klarem Absetzen des wässerigen Extraktes vom Tran 
wird das Lebertranwasser aus dem Scheidetrichter abgelassen und filtriert, 
der zurückbleibende Lebertran wieder mit der gleichen Menge destillierten 
Wassers versetzt und von neuem 1 Stunde geschüttelt. Dieser Prozeß 
der wiederholten Auswaschung wird im ganzen viermal durchgeführt. Die 
so gewonnenen acht Substanzen werden zusammen mit dem als Ausgangs- 
material dienenden Lebertran der photographischen Platte ausgesetzt. 
Als erstes Resultat erhielten wir eine weitgehende photoaktive Überlegenheit 
des Lebertranwassers I über alle anderen Substanzen. Die ein- bis viermal 
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ausgewaschenen Lebertrane erwiesen sich als schwach aktiv, wie wir ver- 
muten deshalb, weil sie aus dem Emulsionszustand noch nicht zur voll- 
kommenen Klärung übergegangen waren. Wir sahen ja früher, daß Lebertran- 
Wasser-Emulsion photochemisch inaktiv ist. Tatsächlich veränderte sich 
der Effekt der gleichen Substanzen schon am folgenden Tage, nachdem die 
ausgewaschenen Trane sich vollkommen geklärt hatten. Nun ergab sich 
folgende Photoaktivitätsskala: 


Ausgewaschener Lebertran I..... +++ 
S H Jl.....+++ 
ms ge II .....+++ 
vg 5 IV... .. +H 

Lebertranwasser I . . .. 2 E 

Genuiner Lebertran . . .. 2.2.2 à ER 

Lebertranwasser II . . . 2 2 2 2 e 0 
e? ILL. u 20: a Ver Je 2 ee 0 
e IV engega ee 0 


Demnach gewinnt nur der erste, nicht aber die folgenden wässerigen 
Lebertranextrakte, photoaktive Eigenschaft, die graduell sogar der des 
genuinen Lebertrans überlegen ist. Andererseits beraubt auch wiederholte 
Ausschüttelung mit Wasser den Lebertran nicht seiner Photoaktivität, 
sondern verstärkt diese sogar gegenüber der Wirksamkeit des Ausgangs. 
materials. Einstündige Höhensonnenbestrahlung verstärkt zwar die 
Photoaktivität des Lebertranwassers I, verleiht aber dem Lebertran- 
wasser II, III und IV keine photochemische Wirksamkeit. Einstündige 
Ultraviolettbestrahlung der ausgewaschenen Trane I bis IV verstärkt ihre 
Aktivität noch weiter. 

15. Wässeriger Lebertranextrakt behält — soweit wir bisher übersehen 
können — seine Photoaktivität viele Wochen in unverändertem Maße. 
Durch Ultraviolettbestrahlung wird seine Wirksamkeit — jedoch nicht regel- 
mäßig — erhöht, gelegentlich wird sie auch vermindert. Durch lange 
Bestrahlung eingeengtes Lebertranwasser ist regelmäßig etwas stärker 
photoaktiv als das Ausgangsmaterial, ohne daß die Woasserstoffionen- 
konzentration und die Intensität der Jodkaliumstärkereaktion durch die 
Bestrahlung verändert wird. 

16. Die Aktivität des Lebertranwassers wurde in einem Falle durch 
Kochen (15 Minuten) zerstört, bei allen anderen Präparaten blieb sie auch 
bei längerem Kochen crhalten, teils unvermindert, teils vermindert. Diese 
schwankenden Resultate scheinen sich aus einer Interferenz des aktivitäts- 
herabsetzenden Kochprozesses und der aktivitätssteigernden Volumen- 
einengung durch das Erhitzen zu ergeben. 

17. Die Photoaktivität des wässerigen Lebertranextraktes erweist sich 
als gesetzmäßig abhängig von seiner Wasserstoffionenkonzentration. Unter 
verschiedenen Präparaten zeigen sich diejenigen am wirksamsten, die den 
niedrigsten Wasserstoffexponenten haben. Eine ähnliche Abstufung, jedoch 
keinen vollkommenen Parallelismus zeigt die Intensität der Jodkalium- 
stärkereaktion. In einem Versuch ergab sich: 











— EE eens 








Lebertranwasser | 1 2 | 3 | 4 | 5 
Dae is es en er Tr ee 41 45 5,1 5,8 8.2 
Jodkaliumstärkereaktion +++ San ` lee -+ 0 
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Abb. 8. 
1 = Lebertran 


3 = ausgewaschener Lebertran |. 2 = Lebertranwasser |. 
5 = e ? II. 4 = S 1. 
ZS A IL 6= II. 
H m e IV, 8 = IV. 





Abb. 9. Wässeriger Lebertranextrakt. 
1 = 2 Stunden bestrahlt (eingeengt). 
2 = unbestrahlt. 
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Die Jodkaliumstärkereaktion kann also trotz Verlustes der Photo- 
aktivität unter Alkalieinwirkung noch positiv sein. Ein genaues Bild über 
die Wirkung von Säure- und Alkalizusätzen gibt folgende Tabelle und die 


zugehörige Abb. 10. 











Abb. 10. 
Einfluß von Säure und Alkali auf die Photoaktivität des wässerigen 
Lebertranextrakts. 
Nr. 1 2 3 5 6 7 
Wässeriger Lebertran- 
extrakt mm eem s a s-e + 5 5 5 5 5 5 5 
n/10 HCl wm eem . +. % 1,6 08 ` 04 0 0 0 d 
n/10 NaO H in cem ... 0 LR: d 0,4 0,8 1,6 
Aqua dest. in ccm . € Ze d 0,8 | 12 l, 1,2 08 0 
Jodkaliumstärkereaktion . +++ +++ +++ ++ +++ + — 


Photoeffekt ` `, . . 2» 2... ++ ++ Ss tr sb 
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Säurezusätze verstärken demnach die Photoaktivität des Lebertranwassers 
um ein geringes, während schon kleine Alkalizusätze sie vernichten. Dabei 
ist bemerkenswert, daß das an sich wasserklare oder leicht getrübte Lebertran- 
wasser beim Übergang in die alkalische Reaktion nach Art eines Indikators 
in ein kräftiges Gelb umschlägt. 


18. Normosallösung und Lebertran werden zu gleichen Teilen 1 Stunde 
geschüttelt. Die daraus entstehende Emulsion scheidet sich im Gegensatz 
zur Lebertran-Wasser-Emulsion schon nach kurzer Zeit in Tran und wässerige 
Lösung. Dieser Normosalextrakt ist photochemisch inaktiv und gibt keine 
Jolkaliumstärkcreaktion. Das gleiche Ergebnis zeigt die Lebertranemulsion 
mit l proz. KCl- und Iproz. CaCl,-Lösung. Die aus der Emulsion sich rasch 
absetzenden Salzlösungen sind nicht photoaktiv, während der aus diesen 
Emulsionen sich absetzende Lebertran seine Photoaktivität behält. Die 
photochemische Unwirksamkeit dieser Salzlösungen erklärt sich offenbar 
aus ihrem osmotischen Druck, der in der Lebertranemulsion an den Grenz- 
flächen das Eindringen der photoaktiven Substanz in die Salzlösung 
verhindert. Die Art der Ionen spielt dabei keine Rolle. 





Abb. 11. 
l proz. KCl»Lösung — Lebertranextrakt. 
l proz. Ca Cla»Lösung — Lebertranextrakt. 
genuiner Lebertran. 
mit Iproz. KCl»Lösung ausgewaschener Lebertran. 
mit Iproz. Ca Cla»Lösung ausgewaschener Lebertran. 


VA Lei N rg 
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19. Setzt man dem wässerigen Lebertranextrakt dagegen erst nach- 
träglich NaCl, KCl, CaCl, oder Rohrzucker zu, so wird dadurch die Photo- 
aktivität in keiner Weise beeinträchtigt. 

20. Ob dem wässerigen Lebertranextrakt antirachitische Eigen- 
schaften zukommen, wird im Tierexperiment untersucht. Über seine 
adrenalinähnliche Blutzuckerwirkung (initiale Hyperglykämie, sekundäre 
Hypoglykämie) wird in einer der folgenden Mitteilungen berichtet. 
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Abb. 12. 
Unbestrahlt. 2 Stunden bestrahlt. 
1 = Schweinefett ee" & 
3 = weiße Butter = 4. 
5 = gelbe Butter = 6 
7 = Frauenmilchfett = 8. 
9 = Olivenöl ==: 10, 
11 = Leinöl =. 12 
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III. Fette und Öle. 


21. Schweinefett, weiße und gelbe Butter sowie Frauenmilchfett geben 
keinen photographischen Effekt. Durch zweistündige Höhensonnen- 
bestrahlung werden sie photoaktiv, ihrer -Intensität nach in folgender 
Reihenfolge: Schweinefett > gelbe Butter > weiße Butter > Frauenmilch- 
fett (teilweise Bestätigung Hamanos). 


22. Im Gegensatz zu Haxthausen fanden wir auch unbestrahlte Pflanzen- 
öle wie Oliven-, Lein- (Abb. 12), Cedern-, Lavendel-, Eucalyptus-, Erdnuß- 
und Terpentinöl zum Teil sehr stark photoaktiv. Die photochemische 
Wirkung dieser Öle scheint in einem gewissen Zusammenhang mit der 
Intensität ihres Geruchs zu stehen. So glauben wir auch Aktivitäts- 
veränderungen gleicher Öle bei Exposition an verschiedenen Tagen auf die 
Abnahme ihres Geruchs zurückführen zu dürfen. Als Beispiel führen wir die 
Veränderungen folgender Reihe an: am ersten Tag: Terpentinöl > Cedernöl 
> Lavendelöl > Eucalyptus- und Erdnußöl. 


24 Stunden später: Terpentinöl > Lavendelöl > Cedernöl > Euca- 
lyptusöl > Erdnußöl (Abb. 13). 





Abb. 13. Unbestrahlt 
1 = Terpentinöl. 2 = Lavendelöl. 3 = Cedernöl. 4 = Euchlyptusöl. 5 = Erdnußöl. 
23. Die Photoaktivität dieser Öle geht ungefähr Ihrem Vermögen, Jod 
aus Jodkalium abzuspalten, parallel. Ideal ist diese Beziehung bei folgender 
Reihe (vgl. Abb. 13): 











Vrni | Era u Leder | Eucalyptus | Erdnuß 














Photoeffekt ....... Ge Ss rt | + sr 
Jodkaliumstärkereaktion . ++++| +++ | ++ db, N 


24. Durch zweistündige Bestrahlung gewinnen Terpentin-, Lavendel-, 
Cedern-, Eucalyptus-, Erdnuß-, Campher-, Nelken-, Oliven-, Lein-, Ricinusöl 
eine starke, Paraffinöl nur eine ganz geringe oder gar keine Photoaktimtät. 
Und zwar sind die Effekte von Terpentin-, Nelken-, Lavendel-, Cedern- 
und Erdnußöl denen des Lebertans überlegen. 48 Stunden nach der 
Bestrahlung ist nur bei Nelkenöl eine Abschwächung der Wirkung zu 
beobachten. Dieses Öl hat sich als einziges unter der Ultraviolettlicht- 
wirkung dunkelbraun gefärbt. 


25. Die Jodkaliumstärkereaktion geht ihrer Intensität nach ungefähr, 
aber nicht streng den Photoeffekten dieser bestrahlten Öle parallel. Im 


Biochemische Zeitschrift Band 172. 31 
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Tierversuch wird gezeigt werden, ob Photoaktivität und antirachitische 


Wirkungen dieser Pflanzenöle miteinander verknüpft sind. 


Von Hess und 


Weinstock ist bereits bewiesen worden, daß bestrahltes Leinöl antirachitisch 
wirkt, nicht aber bestrahltes Parafifinöl. 





Abb. 14. 
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13 , Stunden bestrahlte Öle. 


== Campher (Oliven»)Öl. 
— Nelkenöl. 
= Rivinusöl. 
— Paraffinöl. 
— Lebertran. 


Verschiedene Substanzen. 


26. Citronen-, Tomaten- und Karottensaft sind nicht photoaktiv und 
werden durch Bestrahlungen nicht aktiviert. Dies beruht vielleicht auf ihrem 
Gehalt an Chromatinen, welche die Strahlenenergie absorbieren. Entfernt 
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man diese Farbstoffe durch Schütteln mit einem Adsorbens (Talcum), 
so ergeben die nun wasserklaren Filtrate, unbestrahlt und bestrahlt, gleich- 
wohl keine photographischen Effekte. Die Jodkaliumstärkereaktion ist 
bei den genuinen und entfärbten, bestrahlten und unbestrahlten Frucht- 
säften ausnahmslos negativ. 

27. Ebensowenig ist an sich inaktives Eigelb durch Ultraviolettlicht 
zu aktivieren. Unter dem Einfluß der Höhensonnenbestrahlung koaguliert 
das Eigelb ebenso wie andere eiweißhaltige Substanzen. Die koagulierende 
Wirkung des Ultraviolettlichtes ist bereits von Dreyer und Hanssen u. a. 
beschrieben worden. 

28. Unbestrahlte und bestrahlte Kuh- und Frauenmilch, Kuh- und 
Frauenmilchmolke, sowie aus Kuhmilch gewonnene Sahne sind inaktiv. 

29. Verschiedene feingehackte frische Gemüse gewinnen durch Be- 
strahlung keine Photoaktivität. 

30. Bestrahltes Vollblut und Blutkörperchenstromata bleiben photo- 
chemisch inaktiv, Blutserum gewinnt durch Bestrahlung eine schwache 
Photoaktivität. 

31. Die von Sherman-Pappenheimer und die von Me Collum-Sim- 
monds-Shipley-Park angegebene Rachitis erzeugende Rattenkost, welche 
durch Bestrahlung antirachitische Wirkung bekommen, gewinnen durch 
die Höhensonne keine Photoaktivität. 

32. Sägemehl, Hobelspäne und die Holzwand eines Rattenkäfigs werden 
durch intensive Höhensonnenbestrahlung photoaktiv, wobei die Jahres- 
ringe deutlich auf der photographischen Platte sichtbar werden (vgl. Hong. 
hausen). Dies erklärt die Beobachtung von Hume und Smith, daß Be- 
strahlung eines Sägespäne enthaltenden Rattenkäfigs das Auftreten der 
Rattenrachitis verhütet. 





Abb. 15. Hobelspäne, 21/ Stunden bestrahlt. 


Wir verzichten vorläufig darauf, aus unseren "Beobachtungen 
bindende Schlüsse zu ziehen, und beabsichtigen, nach Abschluß der 
Untersuchungsreihe die Ergebnisse zusammenhängend zu besprechen. 
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Nachtrag bei der Korrektur: Das ‚„Unverseifbare‘“‘ des Lebertrans 
(,‚Ostelin‘‘) ist nicht photoaktiv und durch Bestrahlung nicht zu 
aktivieren. 
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Über Liesegangsche Ringe in Blutagarplatten. 


Von 
Ikutaro Takagi (Nagoya). 


(Aus dem Laboratorium für Lichtbiologie und Lichtpathologie 
am physiologischen Institut der Universität Wien.) 


(Eingegangen am 13. April 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


J. Wollmann?) hat im Laboratorium von R. Kraus wohl zuerst 
die oligodynamische Wirkung verschiedener Metalle auf Blutagar- 
platten beschrieben. 


Bei Untersuchungen über die Einwirkung von Radiumträgern auf 
Blutagarplatten hatte dann auch W. Hausmann?) die Beobachtung gemacht, 
daß man die oligodynamischen Erscheinungen mittels der Blutagarplatten 
in handlicher Weise untersuchen könne. Später hat R. Dörr?) ebenfalls 
über oligodynamische Hämolyse an Blutagarplatten berichtet. Er beob- 
achtete hämolytische Höfe um Silberplättchen, die in den Blutagar versenkt 
waren. Bei der oligodynamisdhen Wirkung des Bleies auf Blutagarplatten 
bemerkten W. Hausmann und W. Kerl*) konzentrische Ringbildungen um 
die Bleistückchen, die auf die Blutagarplatten gelegt waren: ‚Nach einigen 
Tagen trat um das Bleistückchen selbst ein schmaler, komplett hämolytischer 
Hof auf. Auf diesen folgte ein Hof nicht hämolysierter Erythrocyten, 
an den wieder eine ziemlich stark aufgehellte Zone grenzte“. 


Gelegentlich einiger Versuche, die zur Verstärkung der Radium- 
wirkung auf Blutagarplatten mit verschiedenen Metallen unternommen 
wurden, war nun anfänglich auch kolloidales Quecksilber herangezogen 
worden. Diese Substanz erwies sich zu dem erwähnten Zwecke als 
ungeeignet, da sie schon an sich hämolysierend wirkt, wie dies zuerst von 
M. Ascoli und F. Novello®) an Erythrocytenemulsionen in physiolo- 





1) Wien. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 35. 

2) Strahlentherapie 1919, S. 9, 46. 

3) Diese Zeitschr. 107, 217, 1920. 

4) Ebendaselbst 112, 124, 1920. 

5) C. r. d. l. s. de biol. 64, 724, 1908; vgl. auch J. Bourgiynon 
und @. Stodel, ebendaselbst 69, 1091, 1908. 
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gischer Kochsalzlösung beschrieben worden war. Doch konnte beob- 
achtet werden, daß man bei Eintragung von kollotdalem Quecksilber 
in Blutagarplatten konzentrische Schichtungen, die offenbar in das 
Erscheinungsgebiet der Liesegangschen Ringe gehören, in ungleich 
deutlicherer Weise als bei Verwendung von Blei erhält!). Auf Veran- 
lassung von Prof. Hausmann habe ich — an diese Beobachtungen 
anknüpfend — einige Versuche ausgeführt, über die nachstehend kurz 
berichtet wird. 

Die Bilutagarplatten wurden in der schon früher angegebenen 
Methode hergestellt; der 2proz. Agar-Agar war in der gebräuchlichen 
Weise jedoch statt unter Verwendung von Fleischwasser und Pepton 
ausschließlich mit lproz. Kochsalzlösung zubereitet. Die Platten 
wurden in Petrischalen derart gegossen, daß 8,5 ccm lproz. Kochsalz- 
lösung in kleinen Kölbchen mit 0,3 ccm defibrinierten Blutes (Hammel- 
blut) versetzt wurden. Zu dieser Blutkörperchenaufschwemmung 
wurden 8,5 ccm verflüssigten, möglichst abgekühlten Agar-Agars zu- 
gesetzt. Etwa entstehende Luftblasen wurden mit der glühenden 
Platinöse zerstört. Steriles Arbeiten ist erforderlich. 

Trägt man nun in eine derartig gegossene Blutagarplatte un- 
mittelbar nach dem Erkalten ein größeres Depot von etwa 0,5g von 
kolloidalem Quecksilber ein, so beobachtet man nach ungefähr 
12 Stunden zunächst in einiger Entfernung von dem Quecksilberdepot 
eine nahezu kreisförmige oder der Form des Depots ungefähr ent- 
sprechende Aufhellung. 1 bis 2 Tage nachher bietet sich dann in der 
Regel folgendes Bild dar: 

Um die Depots von kolloidalem Quecksilber befindet sich eine 
Schicht von anscheinend unveränderten Erythrocyten, die nur durch 
ihre konzentrische Schichtung und teilweise geringgradige Verfärbung 
auffällt. 

Auf diese anscheinend unveränderten Höfe folgt dann eine komplett 
hämolysierte Zone, welche manchmal durch einen dünnen Ring nicht 


hämolysierter Erythrocyten unterteilt ist. Auf den ersten Blick äußert ` 


sich demnach die Wirkung des kolloidalen Quecksilbers erst jenseits 
der Zone der anscheinend unveränderten Blutkörperchen. Dies ist 
jedoch nur bei oberflächlicher Betrachtung der Fall. Man kann leicht 
nachweisen, daß die anscheinend unveränderten Erythrocyten weit- 
gehend verändert sind. Trägt man nämlich in die Blutkörperchenhöfe, 
die unmittelbar an die Hg-Depots angrenzen, Saponin in Substanz 
ein, so kommt auch nach tagelanger Einwirkung keine Hämolys 


1) Literatur vgl. St. Leduc, La biologie synthétique, Paris 1912; R. E. 
Liesegang, Geologische Diffusionen, Dresden-Leipzig 1913; Die Achate, 
Dresden-Leipzig 1913; vgl. ferner L. Luger, Med. Klinik 1, 1920, Nr. 38; 
L. Löhner und B. E. Markovitz, Pflügers Arch. 195, 417, 1922. 
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zustande. In jenen Anteilen der Blutplatte aber, die jenseits der 
hämolysierten Ringe liegen, bewirkt substantiell eingetragenes Saponin 
in kurzer Zeit komplette Aufhellung. Ist genügend Saponin in diese 
letzteren Teile der Blutagarplatte gegeben worden, so kann nach einigen 
Tagen ein Bild resultieren, in dem die ganzen Platten bis auf die an- 
scheinend unveränderten Erythrocytenhöfe um die Quecksilberdepots 
hämolysiert sind. 

Diese anscheinend unveränderten Erythrocyten sind demnach weit- 
gehend verändert; offenbar hat eine Fixierung stattgefunden, die sie 
der nachherigen Einwirkung des Saponins nicht mehr zugänglich 
machte. Ebenso widerstehen diese Erythrocyten der Fäulnis. Einige 
Platten wurden bei Zimmertemperatur wochenlang aufbewahrt. In 
diesen Fällen wurde — auch ohne Zusatz von Saponin — die ganze 
Platte mit der Zeit hämolysiert, nur die an die Depots angrenzenden 
Erythrocytenhöfe blieben erhalten. 


Je nach der Größe der Quecksilberdepots ergeben sich übrigens 
verschiedene Reaktionen in den Blutagarplatten. Bei ganz kleinen 
Depots, etwa in der Größe eines kleinen Stecknadelkopfes oder da- 
runter, treten kreisförmige Aufhellungen ein, die bei oberflächlicher 
Betrachtung durchaus an die hämolysierende Wirkung von Bakterien- 
kolonien erinnern. Die hämolysierten Höfe gehen meist mit einer 
wallartigen Begrenzung von Erythrocyten in die Blutplatte über. 


Bei einer Platte, die nicht ganz keimfrei gegossen war, entwickelten 
sich in der Folge zahlreiche hämolytische Höfe um die Bakterien- 
kolonien. Bei flüchtiger Beobachtung waren diese bakteriellen Hämo- 
lysen von den hämolytischen Höfen um die Hg-partikelchen kaum 
zu unterscheiden. 


Sind die Depots etwas größer, ungefähr wie ein größerer Steck- 
nadelkopf, so zeigt sich öfters um die Depots ein Kreis anscheinend 
unveränderter Erythrocyten, auf den ein, durch eine dünne Schicht 
nicht hämolysierter Erythrocyten unterbrochener, völlig hämolytischer 
Kreis folgt (siehe Abb. 2). 


Versuch. 


In eine Blutagarplatte (8,5 ccm 2proz. Kochsalzagar, 8,5 ccm lproz. 
NaCl, 0,3 ccm Blutkörperchen, Hammel) wurden am 10. März 1926 um 
18 Uhr 40 Minuten an zwei Stellen größere Depots von kolloidalem Queck- 
silber (Kahlbaum), an mehrere Stellen kolloidales Hg in vereinzelten 
kleinen Partikelchen unmittelbar nach dem Erstarren der Blutagarplatten 
gebracht. Die Platte wurde bei Zimmertemperatur aufbewahrt: Am 
ll. März 8 Uhr deutliche Schichtung, die um 19 Uhr folgendes Bild zeigt: 
Um die großen Depots zunächst eine kreisförmige gelbliche, nicht hämo- 
lytische Zone, auf diese folgt eine durchscheinende, mehr rötliche Zone, die 
ebenso, wie die erste, ziemlich scharf konturiert ist. Hierauf folgt eine Zone, 


486 I. Takagi: 


in der anscheinend keine Veränderung der Erythrocyten stattgefunden hat, 
hierauf eine anschließende durchscheinende Zone, nach der offenbar keine 
weitere Veränderung der Blutplatte eingesetzt hat. 

Die Aufhellungen um die kleinen Partikelchen imponieren wie Höfe um 
hämolysierende Bakterien; rings um die Partikelchen ein etwas weniger 
durchscheinender gelblicher Kreis, dann folgt ein völlig hämolytischer Hof, 
der mit einer wallartigen Begrenzung von Erythrocyten in den normalen 
Blutagar übergeht. 

13. März 1926, 16 Uhr: Um ein größeres Depot sind noch mehr 
konzentrische Ringe zu sehen. 

14. März 1926, 17 Uhr 30 Minuten: Ungefähr wie am Vortage. Ein 
Depot wird naturgetreu in natürlicher Größe gezeichnet (Abb. 1). 

16. März 1926: Die Ringe werden verwaschen. 

21. März 1926: Die ganze Platte hämolysiert bis auf einen großen, 
ziemlich homogen aussehenden Hof der anscheinend ‚unveränderten“ 
Erythrocyten um das Depot. 

Versuch. 


Platte wie oben, versetzt am 12. März 
1926 mit einigen stecknadelkopfgroßen 
Depots. 14. März 1926 ein Depot ge- 
zeichnet (s. Abb. 2). 


Versuch. 


12. März 1926, 18 Uhr: Platte wie in 
Versuch 1. Eintragung größerer Hg-Depots. 
Derselbe Effekt wie in Versuch 1. Ein- 
tragen von Sapotoxin (E. Merk) in Sub- 
stanz unmittelbar neben die Depots (a) 
und in die Teile der Blutagarplatte, die 
| außerhalb der Ringe lagen (b). Bei (b) 

Fragt | sofort beginnende Hämolyse, die am 

nächsten Morgen komplett vorgefunden 

wird. Bei (a) am 1. April noch keine Hämolyse, die sich im übrigen über 
die ganze Platte erstreckt hat. 





Diese Fixierung der Blutkörperchen kann schon ein- 
getreten sein, bevor die Ringbildungen deutlich werden. 
In einem Versuch war das Hg um 9 Uhr 30 Minuten in 
die Platte gebracht worden. Um 17 Uhr ganz schwach 
= angedeutete Schichtung. Eintragung von Saponin 
Abb, 2 ergibt, daß die Fixierung schon eingetreten war. Durch 
die Saponinwirkung treten in solchen Fällen oft aus- 
gesprochen halbmondförmige Stellen anscheinend ,unveränderter“ 
Erythrocyten auf. 

Die Aufhellungen, die nach substantiell eingetragenem Saponin in 
den unveränderten Teilen der Blutagarplatten auftreten, sind nach 
längerer Zeit, etwa nach 24 Stunden, in der Regel kreisrund. Der 
Beginn der Saponinhämolyse äußert sich einige Minuten nach der 
Eintragung des Saponins in die Blutagarplatte in unregelmäßig kon- 
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turierten, nicht kreisförmigen Aufhellungen. Die Kreisform tritt erst ` 
später auf. 

Auch hier sind im Zentrum Andeutungen von Ringbildungen 
zu sehen. 

Zur Ergänzung der Versuche mit kolloidalem Quecksilber wurde 
auch die Wirkung des metallischen Queckstlbers auf Blutagarplatten 
untersucht. Es zeigte sich nun, daß auch das metallische Hg oligo- 
dynamische Hämolyse hervorruft, und daß auch hierbei Ringbildungen 
beobachtet wurden. 

Verbringt man nach dem Erstarren größere oder kleinere Tropfen 
von Hg in Bilutagarplatten, so scheint sofort, unmittelbar an die 
Hg-Tropfen anschließend, ein etwa 1, mm breiter, roter Ring zu ent- 
stehen, der so aussieht, als wäre ein Ring aus rotem Gummi um die 
Tropfen gelegt worden. Es handelt sich hier aber nur um einen 
Reflex im Quecksilbertropfen. 


Versuch. 

19. März 1926: Platte wie gewöhnlich. Um 18 Uhr mehrere größere 
Hg-Tropfen an verschiedenen Stellen eingetragen. 20. März, 17 Uhr: 
Rote Ringe (s. oben), an diese angrenzend hämolytische Höfe. 
21. März: Dasselbe. In der Folge treten dann auch im Anschluß an die 
hämolysierten Höfe und in ihnen Andeutungen von Liesegang-Ringen auf. 


Wie schon bemerkt, waren gelegentlich ringförmige Aufhellungen 
bei Versenkung von Bleistückchen in Blutagarplatten beobachtet 
worden. Ich habe bei Verwendung von Kahlbaumschem Blei dieselben 
Erfahrungen gemacht. Im Gegensatz zu dem Verhalten beim kolloi- 
dalem Quecksilber waren die in diesen Versuchen anscheinend un- 
veränderten Erythrocyten zumindest gegen die verwendeten Saponin- 
mengen nicht resistent. 

Versuch. 

20. März 1926: Platte wie gewöhnlich, zwei Bleistücke (gekörmnt, Kahl- 
baum) um 11 Uhr an zwei Stellen eingetragen (a,b). Wieder beobachtet am 
24. März, 17 Uhr; unmittelbar um die Pb-Stücke kreisförmige stärkere 
Anhäufung von Erythrocyten, auf die eine ganz schwach aufgehellte Zone 
folgt. Saponineintragung in die stärkeren Anhäufungen bei a), sowie im 
Blutagar abseits des Bleies. An beiden Stellen bald komplette Hämolyse. 
26. März, 17 Uhr 15 Minuten: Die beiden Saponinhämolysen sind kreis- 
förmig, groß, ohne Unterschied. Um das Bleistück b) deutlicher Hof, dann 
großer aufgehellter Ring. Saponineintragung in den roten Hof. Erfolg 
wie bei a). 

Schließlich ist noch auf einige Erfahrungen hinzuweisen, die bei 
analogen Versuchen mit kolloidalem Silber erhalten wurden. Liesegang- 
sche Ringe konnten hier nur andeutungsweise und nicht annähernd 
in der Art erhalten werden, wie bei Verwendung des kolloidalen Queck- 
silbers. Doch wurde bei Auftragen von kolloidalem Silber auf noch 
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warme Blutagarplatten um kleine Partikelchen das direkt blitzartige 
Auftreten von deutlich verzweigten braunen Figuren, die durch das 
sich lösende kolloidale Silber gebildet wurden, beobachtet, die in 
einigen Fällen mit einem langen Fortsatz versehen, in — man darf 
wohl sagen — erheiternder Weise an Ganglienzellen erinnerten. Wurde 
das kolloidale Silber auf die schon erkaltete Blutagarplatte aufgetragen, 
so war zunächst nur die kreisförmig sich ausbreitende braune Ver- 
färbung zu konstatieren, auf die ebenso wie oben später Aufhellungen 
folgten. Auf der warmen Blutagarplatte waren die deutlich verzweigten 
Figuren, wie schon bemerkt, ungemein rasch erstanden, die kreis- 
förmige Ausbreitung hingegen war nur langsam in Erscheinung getreten. 
Es entspricht das dem von Karl Przibram!) aufgestellten Grundsatz, 
demzufolge bei einer Reihe von physikalischen Ausbreitungserschei- 
nungen (Spritz- und Abreißfiguren der Flüssigkeiten, elektrischen 
Figuren, Skelettbildung bei der Kristallisation) eine Beziehung zwischen 
Form und Ausbildungsgeschwindigkeit in der Richtung besteht, daß 
einer größeren Geschwindigkeit eine mehr gestreckte, strahlige und 
verästelte Form, einer kleineren Geschwindigkeit eine gedrungenere 
abgerundete, weniger zerteilte Form entspricht. 


Zusammenfassung. 

l. Bei Eintragung von kolloidalem Quecksilber in Blutagarplatten 
entstehen besonders ausgeprägte Liesegangsche Ringe in den Blut- 
agarplatten. 

2. Metallisches Quecksilber wirkt oligodynamisch auf Blutagar- 
platten. 

3. Das Verhalten von kolloidalem Silber auf Blutagarplatten ent- 
spricht dem von K. Przibram aufgestellten Grundsatze physikalischer 
Ausbreitungserscheinungen. 


1) Die Naturwissenschaften 8, 103, 1920. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von A. Rabinerson, diese Zeitschr. 171, 377, 196, 
soll die Überschrift der Abb. 2 lauten: 


Fe,O,-@lobulin statt Fe,(FeCys);- 
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